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Zastosowania chromatografii wykluczania (SEC) w analityce technicznej
i preparatyce — czes¢ I-sza.

Streszczenie: W pracy scharakteryzowano zafoZenia teoretyczne oraz mechanizm rozdzielania w warunkach
chromatografii wykluczania (SEC). Przeanalizowano wady i zalety tej techniki rozdzielania. Przedstawiono przeglgd
zastosowan obejmujgcy wykorzystanie SEC w analityce technicznej oraz w preparatyce. SEC w warunkach liofilowych
Zhajduje  zastosowanie do rozdzielania ~mieszanin  polimeréow tj.  polistyren, polibutadien, poliizopren,
poli(dimetylosiloksan), poliamidy(np. nylon 6), poliakrylonitryl, poliolefiny, poli(alkohol winylowy), polichlorek winylu. W
warunkach niewodnych rozdzieleniu ulegajg takze substancje nisko-, $rednio- i wysokoczgsteczkowe, takie ropa
naffowa, oleje, asfalty, smofty, zywice. Gfdwne zastosowania dla mieszanin substancji niskoczgsteczkowych to
rozdzielanie sacharyddw, tluszczéw (grupowo na TAG, DAG, MAG i WKT), Srodkéw powierzchniowo czynnych,
dodatkéw w polimerach, antybiotykéw, weglowodoréw aromatycznych. W warunkach hydrofilowych rozdzielaniu ulegajg
bardzo polarne polimery, biopolimery polisacharydy, biatka, nukleotydy, czasami takze w potgczeniach z substancjami
chemicznymi o nizszej polarno$ci, rozpuszczalnymi w wodzie. W drugiej czesci pracy opisane zostang specyficzne
zastosowania SEC w rozdzielaniu wielowymiarowym oraz preparatyce.

Stowa kluczowe: chromatografia wykluczania, chromatografia Zelowa, zastosowanie chromatografii, asfalteny, rozktad
masy czgsteczkowej

Applications of Size Exclusion Chromatography (SEC) in technical analytics and
preparative scale separations — I-st part.

Abstract: The paper describe the theoretical basis and the separation mechanism in size exclusion chromatography
(SEC). Advantages and disadvantages of the process are highlighted. This work contain a review of applications in
technical analytics and preparative separations. SEC in lipophilic conditions is used for separation of polymer mixtures
including polystyrene, polybutadiene, polyisoprene, poly (dimethylsiloxane), polyamides (eg. nylon 6), polyacrylonitrile,
polyolefins, poly (vinyl alcohol), polyvinyl chloride. In non-aqueous conditions also other mixtures can be separated
including low-, medium- and high-molecular components such as crude oil, oils, bitumen, tar, resins. Main applications
regarding to low-molecular substances include separations of saccharides, fats (group-type separation as TAG, DAG,
MAG and FFA), surfactants, polymer additives, antibiotics, aromatic hydrocarbons. In hydrophilic SEC conditions a
mixtures containing polar polymers, biopolymers as polysaccharides, proteins, nucleotides sometimes also with
connection with other low polarity chemical substances soluble in water. The second part of this paper will include a
specific applications of SEC in multidimentional and preparative separations.

Key words: size exclusion chromatography, gel permeation chromatography, application of chromatography,
asphaltene, molecular weight distribution
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Uzyte skroty/ Used Abbreviations

nazwa polska

nazwa angielska

A Angstrem Angstrem

ASTM Amerykanskie Stowarzyszenie Badah i American Society for Testing and
Materiatéw Materials

ACN Acetonitryl Acetonitrile

BHT 2,6-ditert-butylo-4-hydroksytoluen 2,6-ditert-butylo-4-hydroksytoluene

DVB Diwinylobenznen Divinylbenzene

DAG Diacyloglicerole Diacylglycerols

GFC Chromatografia sgczenia molekularnego Gel Filtration Chromatography

DMF Dimetyloforamid Dimethylformamide

DMSO sulfotlenek dimetylu Dimethyl sulfoxide

DVB Diwinylobenznen Divinylbenzene

GPC Chromatografia zelowa Gel Permeation Chromatography

M Masa molowa Molecular Mass

HFIP Heksafluoroizopropanol Hexafluoroisopropanol

HPMCP Ftalan hydroksypropylometylocelulozy hydroxypropylmethylcellulose

phthalate
HPLC Wysokosprawna chromatografia cieczowa High Performance Liquid
Chromatography

HPSEC Wysokosprawna chromatografia High Performance Size Exclusion
wykluczania Chromatography

IR Podczerwien Infrared

LALLSD Laserowy detektor $wiatta rozproszonego Low Angle Laser Light Scattering
dokonujacy pomiaru pod matg iloscig katéw  Detector

LC Chromatografia cieczowa Liquid Chromatography

LMWH Heparyny o niskiej masie czgsteczkowej Low Molecular Weight Heparins

LLSD Laserowy detektor Swiatta rozproszonego Laser Light Scattering Detector

mAb Przeciwciata monoklonalne Monoclonal Antibodies

MAG Monoacyloglicerole Monoacylglycerol

MALLSD- Laserowy detektor $wiatta rozproszonego Multi Angle Laser Light Scattering
dokonujgcy pomiaru pod wieloma kagtami Detector

Mm Masa molowa Molecular Mass

Mn Liczbowo srednia masa czgsteczkowa Number-Average Molecular Weight

Mw Wagowy $redni ciezar czgsteczkowy Weight-Average Molecular Weight

NMP N-metylopirolidon N-methylpyrrolidone

PDI WskaZznik polidyspersyjnosci Polydispersity index

PEG Glikol polietylenowy Polyethylene glycol

PEO Tlenek polietylenu Polyethylene oxide

PVP Poliwinylopirolidonu Polyvinylpyrrolidone,

RI (RID) Detektor refraktometryczny Refractive Index Detector

SEC Chromatografia wykluczania Size Exclusion Chromatography

TAG Triacyloglicerole Triacylglycerols

TCB 1,2,4-trichlorobenzen 1,2,4-trichlorobenzene

THF- Tetrahydrofuran Tetrahydrofuran

TMS Trimetylosilil Trimethylsilyl

uv Ultrafiolet Ultraviolet

WKT Wyzsze kwasy ttuszczowe Higher fatty acids

1. WSTEP
(Introduction)

Techniki rozdzielania we wspoétczesnej analityce technicznej stanowig podstawowe zrodio identyfikacji
zwigzkéw chemicznych. Zapewniajg rozdzielenie i izolacje substancji chemicznych w postaci czystej z ich
mieszanin. W potgczeniu z odpowiednig metodg detekcji umozliwiajg charakterystyke mieszaniny pod
wzgledem ilosciowym i jako$ciowym. Techniki wykorzystywane do rozdzielania wykorzystuje sie takze w
preparatyce. Preparatyka polega na wydzielaniu wiekszych ilosci frakcji zawierajgcych wybrane zwigzki. W
przypadku technik preparatywnych i analitycznych mechanizm rozdzielania przebiega w identyczny sposob,
réznice wynikajg ze skali rozdzielania tzn. rozmiaréw kolumny, wielkosci przeptywoéw oraz ilosci i stezenia
dozowanej mieszaniny. W wyniku pojedynczej analizy chromatograficznej mozna uzyskaé informacje na
temat sktadu i wiasciwosci danej prébki. Stosujgc chromatografie cieczowg mozna dokonaé analizy okoto
80% znanych zwigzkéw chemicznych [1].

Chromatografia wykluczania to jedna z odmian chromatografii cieczowej. Charakteryzuje sie szerokim
zastosowaniem w analizie i preparatyce zwigzkéw wielkoczgsteczkowych. Jest jedng ze starszych technik
analitycznych, w ktérej w dalszym ciggu ma miejsce intensywny rozwdj. Technike tg charakteryzuje szeroki
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zakres zastosowan. Umozliwia wyznaczenie masy czgsteczkowej oraz jej rozktadu, czesto niezbednej
informacji do poznania wtasciwoséci fizykochemicznych polimeréw oraz biopolimeréw. Dzieki tej technice,
mozna oznaczy¢ rowniez dodatki uszlachetniajgce oraz zanieczyszczenia wystepujgce w polimerach,
olejach, ttuszczach, zywnosci i kosmetykach. W skali preparatywnej umozliwia otrzymywanie frakcji
polimerow i biopolimerow m.in. z materiatow biologicznych, biochemicznych, mikrobiologicznych, a takze
przygotowanie probek do badan. Reasumujgc wymienione zastosowania technika ta jest niezbedna w wielu
branzach przemystowych takich jak przemyst farmaceutyczny, spozywczy, tworzyw sztucznych [2].

Celem niniejszej pracy jest przyblizenie zasady rozdzielania, technikg chromatografii wykluczania.
Przeglad zastosowan ma wykazac, jak wazng role w analityce i preparatyce petni ta technika. W pracy
opisano sposob postepowania w przypadku podstawowych analiz wykonywanych opisywang technika.

2. Chromatografia wykluczania (SEC)
Size Exclusion Chromatography (SEC)

2.1. Wprowadzenie
(Introduction)

Podstawowym celem i zastosowaniem chromatografii wykluczania (ang. Size Exclusion
Chromatography, SEC) jest zapewnienie informacji dla konkretnego materiatu polimerowego dotyczgcej
rozktadu masy molekularnej. Czgsteczki mozna rozdzieli¢ wzgledem masy czasteczkowej, poniewaz Sredni
czas przebywania danej czgsteczki (zalezny od wspétczynnika dyfuzji) w porach zalezy od jej wielkoSci.

Nazwa SEC jest aktualnie gtéwnie stosowang dla tej techniki oraz bedzie uzywana w tej pracy. Znane
jest takze okres$lenie dawniej stosowane - chromatografia zelowa (ang. Gel permeation chromatography,
GPC). Kolejnym okreSleniem opisywanej techniki chromatograficznej jest chromatografia sgczenia
molekularnego (Gel Filtration Chromatography, GFC). Pojecie "zel" powszechnie kojarzy sie z uzyciem
sztywnych lub pétsztywnych zeli organicznych jako fazy stacjonarnej. W chromatografii wykluczania dotyczy
to zaréwno zeli organicznych jak i zwigzkéw nieorganicznych. W praktyce, powyzsze sposoby nazywania
tej techniki stosowane sg do dnia dzisiejszego zamiennie [3].

SEC jest jedng z wazniejszych technik rozdzielania. Powszechnie stosuje sie jg do charakteryzowania
polimeréw. Chromatografia wykluczania prawie catkowicie zastepuje tradycyjne metody okre$lania masy
czasteczkowej, takie jak osmometria, ultrawirowanie, a pomiar wiskozymetryczny i refraktometryczny
prowadzone sg gtdéwnie w potgczeniu z tg technikg. Zalety SEC obejmujg wzgledng prostote, uniwersalnosé
oraz zdolnos¢ do okre$lenia catkowitego rozktadu masy czgsteczkowej. Chromatografia wykluczania
odgrywa wazng role w rozdzieleniu i charakteryzowaniu biatek i polimeréw. Technika ta w potgczeniu z
odpowiednia detekcjg umozliwia stosunkowo szybkg analize [4].

2.2. Charakterystyka techniki chromatografii wykluczania
(Description of Size Exclusion Chromatography)

2.2.1. Zalozenia teoretyczne i opis zjawisk w SEC
(Teoretical Assumption and SEC phenomena description)

W warunkach chromatografii wykluczania wykorzystuje sie zréznicowanie drogi i czasu dyfuzji
podczas, ktérego przez pory przenikajg czgsteczki o zrdéznicowane] wielkoSci i masie czgsteczkowej.
Przeptywajg one przez pory, kitére znajdujg sic wewnatrz ziaren wypetienia kolumny. Wazne jest, aby
wyeliminowa¢ oddziatywania sorpcyjne miedzy powierzchnia  wypetnienia kolumny i czasteczkami
rozdzielanych substancji, tak by mechanizm rozdzielania byt termodynamicznie prosty. Warunki SEC
umozliwiajg powigzanie wartosci logarytmu masy czgsteczkowej rozdzielanych czgsteczek z objetoscig eludji
z kolumny w postaci prostej korelacji liniowej [5]. Kolumny sg wypetione czgsteczkami z tworzywa
porowatego, ziarna wypemienia majg Srednice ok. 5 do 10 mikrometrow. Do wnetrza poréw mogag
dyfundowaé czgsteczki badane i czgsteczki eluentu. Faza ruchoma wypetnia pory i przestrzen miedzy nimi.
Prébka wstrzykiwana jest w postaci rozciefniczonego roztworu w tym samym rozpuszczalniku, ktéry stanowi
faze ruchomg. Czasteczki sg wymywane w kierunku wylotu kolumny wraz z eluentem w okreslony sposéb,
ktéry jest monitorowany ,online” przez detektor. Czasteczki 0 rozmiarach wiekszych niz $rednica poréw
wypetnienia sg wykluczane. Nie penetrujg one ziaren wypetnienia i jako pierwsze opuszczajg kolumne.
Kolejno eluowane sg czgsteczki o posrednich wielko$ciach. Dtugo$é czasu ich przebywania w porach
wypetnienia zalezy od ich promienia hydrodynamicznego, a takze jest bezposrednio zwigzana z wielkoscig i
ksztattem czgsteczek. Analogicznie, czgsteczki o Srednicach duzo mniejszych niz pory wypetnienia penetrujg
wewnatrz poréw i w ten sposéb sg zatrzymywane na dtuzszy czas - przez co sg eluowane jako ostatnie.
Czasteczki, ktére wnikajg do wszystkich poréw oraz nie wykazujg zadnych oddziatywan sorpcyjnych z fazg
stacjonarng sg eluowane z wartoscig tzw. objetosci martwej kolumny. Czasteczki wykazujgce oddziatywania
sorpcyjne z fazg stacjonarng sg eluowane z objetoscig elucji wyzsza, niz wartosé objetosci martwej [6].
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Objetos¢ elucji czgsteczek wykluczanych stuzy do okre$lenia objetosci przestrzeni miedzyziarnowej w
kolumnie oraz tzw. porowatosci. Czgsteczki wykluczane posiadajg bardzo wysokie wartoSci promienia
hydrodynamicznego, wiec nie sg w stanie wnikng¢é do porow i przebywajg tylko w przestrzeni
miedzyziarnowej. Zarébwno dla wykluczanych czagsteczek jak i najmniejszych (ktére wnikaja do wszystkich
poréw) nie mozna scharakteryzowac¢ rozktadu masy. Dla najmniejszych czasteczek mozna jedynie
zastosowac inng kolumne lub szeregowo potgczony zestaw kolumn [7].

Zasada opisana powyzej jest ogodlnie znana i przyjeta jako gtowny mechanizm rozdzielania zwany
wykluczaniem sterycznym. Poza wykluczeniem sterycznym wyroznia sie inne mechanizmy rozdzielenia,
ktore mogg odgrywacé role w okreslonych warunkach: ograniczona dyfuzja oraz rozdzielanie podczas
przeptywu kapilarnego.

Mechanizm rozdzielania ograniczonej dyfuzji opiera sie na zatozeniu, ze czas potrzebny czasteczkg
by dyfundowa¢ w gigb poréw jest porownywalny z czasem pobytu w danej strefie kolumny. W takim
przypadku gtebokos¢ przenikania jest regulowana przez wspotczynnik dyfuzji, ktory jest posrednio zwigzany
z wielkoscig czgsteczki. Duze czgsteczki wnikajg powoli, a zatem nie pozostajg wystarczajgco dtugo, by
przenikng¢ do catej dostepnej objetosci. Rozdzielanie przez ograniczong dyfuzje moze mie¢ miejsce gtownie
przy rozdzielaniu matych czgsteczek.

Rozdzielanie podczas przeptywu (chromatografia hydrodynamiczna) opiera sie na idei strumienia
przeptywajgcego przez waskg kapilare, w ktérej wystepuje paraboliczny profil predkosci przeptywu cieczy.
Kolumne wypetniajg mate state nieporowate czgstki, ktére tworzg system waskich ,naczyn wtosowatych”. Dla
kazdej rozdzielanej substancji chemicznej objeto$¢ wykluczania zalezy od jej wymiaru geometrycznego i
odlegtosci od Scianek. Duze czasteczki czesSciej wystepujg blizej Srodka kapilary i w zwigzku z tym
przeptywajg szybciej niz mniejsze czgsteczki, ktére mogg by¢ usytuowane blisko Sciany, gdzie przeptyw jest
powolny. Rozdzielenie mechanizmem przeptywu kapilarnego moze odbywaé sie w obszarze bardzo
wysokich mas czgsteczkowych [5]. W SEC podziat substancji rozpuszczonej miedzy dwiema fazami jest
kontrolowany wytacznie przez entropie [3]. Liczba sposobbéw, w ktérych poszczegéblne czgsteczki mogag
zajmowaé przestrzen wewnatrz poru, jest okre$lona przez ilo$¢ pozycji (reprezentujgcych poszczegbine
stany) w siatce, ktéra charakteryzuje dany por. Mniejsza czgsteczka jest utrzymywana dituzej w porach,
poniewaz posiadajg one wiekszg liczbe prawdopodobnych stanéw (i dlatego posiada wickszg entropie).
Twierdzi sie rowniez, ze chromatografia wykluczania jest technika, w ktérej efekt rozdzielczy jest niezalezny
od temperatury. W rzeczywistosci jednak temperatura ma posredni wplyw na rozdzielanie w SEC, poprzez
jej wptyw na lepkos$¢ roztwordéw polimerowych [3].

Nalezy podkreslié, ze w chromatografii wykluczania nie mogg zachodzié¢ zadne chemiczne, ani
fizyczne oddziatywania pomiedzy fazg stacjonarng, a analizowanymi substancjami. Prowadzg one do
obnizenia sprawnosci kolumny. W przeciwienstwie do innych rodzajéw chromatografii, w chromatografii
wykluczania istnieje géomy limit czasu retencji, przy zatozeniu braku zjawisk typu adsorpcja, rozpuszczanie.
Dzieje sie tak poniewaz nie ma takich czgsteczek, ktére pozostawatyby diuzej w kolumnie od czgsteczek
catkowicie penetrujgcych faze stacjonarna.

2.2.2. Rodzaje chromatografii wykluczania
(Types of SEC)

Chromatografia wykluczania moze by¢ wykonywana w dwoch réznych uktadach. Rozdzielanie moze
odbywaé sie w warunkach liofilowych (niewodnych) oraz w warunkach hydrofilowych (wodnych). W obydwu
przypadkach stosuje sie rézne eluenty, fazy stacjonarne i rozdziela rézne mieszaniny. Gtéwnie w przypadku
warunkéw wodnych stosuje sie dodatki do eluentu. Warunki liofilowe stosuje sie do rozdzielenia nisko i
Srednio polarnych polimeréw, natomiast hydrofilowe dla wysoko polarnych polimeréw- polisacharydéw,
nukleotydéw, biatek i biopolimeréow.

Istotne jest uzycie odpowiednich faz ruchomych i stacjonarnych. Fazy stacjonarne nie mogg wchodzié
w reakcje z analizowang substancjg. Sorbenty zbudowane sg z Zeli polimerowych lub nieorganicznych. Zele
nieorganiczne stosuje sie gtéwnie w warunkach wodnych.

Rozpuszczalnik do SEC musi by¢ ,kompatybilny” z materiatem wypetniajgcym kolumny i musi tworzy¢
stabilne roztwory zapobiegajgce wytrgcaniu polimeru z roztworu przed lub w trakcie analizy. Lepkosé
,dobrego” rozpuszczalnika powinna by¢ niska, poniewaz wraz ze wzrostem lepkosci efektywnosé
rozdzielania zmniejsza sie i zwieksza sie op6r przeptywu. Jednakze, nie zawsze moze by¢ to osiggniete ze
wzgledu na trudng rozpuszczalno$¢ niektérych polimerédw a danym rodzaju rozpuszczalnikéw.
Rozpuszczalniki stosowane w technice SEC powinny mieé niskg toksycznosé, by¢ niepalne, tanie, stabilne,
nie korozyjne w stosunku do uktadu chromatograficznego i kolumny. Zazwyczaj, jest to niemozliwe, aby
rozpuszczalnik spetniat wszystkie wymagania. Rozpuszczalniki o czystosci stosowanej do wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (ang. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) nie sg konieczne, a
czysto$é powyzej 99% jest dla wickszosci zastosowan SEC wystarczajgca [7,8].

Vol. 6, No 2/2014 Camera Separatoria



91 G. Boczkaj, A. Fokt, M. Momotko, M. Kaminski

2.2.2.1. Warunki liofilowe
(Lyophilic conditions)

¢ Fazy stacjonarne

Obecnie na rynku dostepnych jest wiele réznych faz stacjonarnych. Pierwszg faze stacjonarng do
rozdzielania polimeréw hydrofobowych opracowat Moore The Dow Chemical Company- poprzez sieciowanie
diwinylobenzenu (DVB), kt6ry nadal jest bardzo czesto stosowanym sorbentem. Powstate porowate zele
mogty byC syntezowane z rozng Srednig wielkoscig porow. Nastepnie powstata skomercjalizowana linia tego
produktu — ,Styragel’. Jedng z kluczowych cech, ktore uczynity ,Styragel” szeroko stosowang faza
stacjonarng jest ich minimalne oddziatywanie z polimerami organicznymi. Pojawity sie jednak mechaniczne
ograniczenia w jej stosowaniu. Usieciowany polistyren bedacy zelem polimerowym jest powszechnie
wykorzystywany do rozdzielania polimeréw w niewodnych warunkach. Bardzo popularne sg sorbenty
zbudowane z kopolimeru styrenu oraz opisanego wczesniej diwinylobenzenu (SDVB). Majg ré6zne nazwy
firmowe tj. Poragel, Lichrogel, TSK-gel od G-1000 do G-7000.

W warunkach niewodnych stosuje sie takze porowatg krzemionke. Jednak, pomimo wiekszej
stabilnosci od zelow polimerowych na jej powierzchni nastepuje niepozadana adsorpcja. Zmniejszenie
wielkosci poréw mogto poprawi¢ wydajnosé rozdzielania. W zwigzku z tym, na rynku pojawita sie faza
stacjonarna wprowadzona przez firme Waters pod nazwg handlowag pPorasil. Wytrzymatos¢ i sztywno$¢
czgstek pozwolita wytrzymaé wysokie naprezenia $cinajgce zwigzane z szybkoscig przepltywu fazy
ruchomej. Do niepolarnego rozdzielania stosuje sie takze powszechnie dezaktywowane silanami o krétkim
fancuchu alifatycznym. W 2011 roku pojawity sie kolumny o modyfikowanej powierzchni poprzez silanizacje
z trimetylosililem (ang. Trimethylsilyl, TMS). Gtéwng zaletg tych czgstek jest obnizenie kwasowosci grup
silanolowych poprzez ich dezaktywacje [9,10].

Poza wymienionymi poprzednio wyréznia sie takze zele dekstranowe, agarozowe oraz akrylowe i
metakrylowe, ktére stosowane sg réwniez w warunkach wodnych.
¢ Fazy ruchome

Tetrahydrofuran (THF), toluen, chloroform, dichlorometan, N-metylo-pirolidon stanowig typowe
rozpuszczalniki do SEC. THF stanowi najczesciej organiczny rozpuszczalnik do SEC w warunkach
niewodnych, poniewaz rozpuszcza wiele polimeréw syntetycznych. Nie rozpuszcza biopolimeréw, ale takze
niektérych waznych syntetycznych polimeréw: poliamidoéw, poliolefin, poli(tereftalanu etylenu) i poli(alkoholu
winylowego). THF ma wiasciwosci higroskopijne, poza tg wadg posiada wiele zalet w Swietle zastosowania
do SEC. Spetnia on takie warunki dobrego rozpuszczalnika jak niska lepkosé, niska warto$¢ zakresu
absorpcji (,cut-off’) dla promieniowania ultrafioletowego (ang. Ulfraviolet, UV) oraz niska cena. Inne
niekorzystne wlasciwosci to tworzenie z powietrzem mieszaniny wybuchowej, oraz tworzenie wybuchowych
nadtlenkéw — co ma istotne znaczenie w przypadku odzysku rozpuszczalnikbéw po analizie, oraz moze miec
niekorzystny wptyw w przypadku rozdzielania substancji podatnych na utlenianie. Mimo potencjalnego
zagrozenia mozna bezpiecznie wykorzystywa¢ THF bez specjalnych laboratoryjnych srodkéw ostroznosci.
Utlenianiu mozna skutecznie zapobiegaé poprzez zastosowanie 0,025% 2,6-ditert-butylo-4-hydroksytoluenu
(BHT).

Do badan poli(dimetylosiloksanu), jako eluent stosuje sie toluen. Toluen jest réwniez tradycyjnym
rozpuszczalnikiem SEC, ktéry rozpuszcza niepolarne i $rednio polarne polimery, takie jak polistyren,
polibutadien oraz poliizopren. Zalety tego rozpuszczalnika to stosunkowo niskg toksycznosé i doskonata
stabilno$¢. Jednak wadg jest brak mozliwosci stosowania z detekcjg UV.

Chloroform posiada kilka cennych zalet jak wysokg zdolno$¢ rozpuszczania réznych polimeréw, brak
absorpcji $wiatta dla detekcji UV czy niepalno$é. Jednak wady jakie posiada decydujg o tym, iz jest uzywany
tylko wtedy, gdy nie ma innej alternatywy. Jest bardzo toksyczny i zarazem ma wysokg lotnosé. Posiada
silnie zrace wiasciwosci. Utlenianie prowadzi do powstawania niebezpiecznego fosgenu. Nalezy uwzglednié
rowniez wysoki koszt utylizacji odpadéw. Poza opisanymi charakterystycznymi rozpuszczalnikami wyrdznia
sie takze inne, opisane ponizej.
1,2,4-trichlorobenzen (ang. 17,2 4-trichlorobenzene, TCB) to typowy rozpuszczalnik w SEC stosowany dla
poliolefin w temperaturze powyzej 135°C. Rozpuszcza polistyren, a wiec moze by¢ stosowany do kalibracji

metodyki.
1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanol  (ang.  Heksafluoroizopropanol, = HFIP)  wykazuje silne
oddziatywania wodorowe i zdolno$¢é do rozpuszczania wielu polimeréw, w tym organicznych,

nierozpuszczalnych w innych rozpuszczalnikach, takich jak poliamidy (np. nylon 6), poliakrylonitryl,
polietylen. HFIP jest zracy. Stosowalno$¢ jego ogranicza wysoka cena, cho¢ koszty mogg byé w pewnym
stopniu obnizone przez redestylacje. Dodatek 0,1% trifluorooctanu sodu stosuje sie do powstrzymania efektu
powstawania polielektrolitbw analizowanych polimeréw. HFIP nie rozpuszcza polistyrenu, a wiec w celu
kalibracji kolumny stosuje sie poli(metakrylan metylu). Jest idealnym rozpuszczalnikiem do pomiaréw w SEC
z uzyciem laserowego detektora $wiatta rozproszonego (ang. Laser Light Scattering Detector, LLSD).
Kolejnym przyktadem rozpuszczalnika w warunkach hydrofobowych, $rednio polarnym jest
dimetyloformamid (DMF), ktéry zwykle stosuje sie z dodatkiem 0,1% bromku litu. Rozdzielanie z uzyciem
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czystego rozpuszczalnika prowadzi do uzyskania niepoprawnej powierzchni piku. Jest dobrym
rozpuszczalnikiem dla poliakrylonitrylu lub poli(alkoholu winylowego). Rozpuszcza polistyren.

N-metylopirolidon (NMP) to eluent ktory jest dobrg alternatywa dla rozdzielania polimeréw, ktére nie
rozpuszczajg sie w THF. Posiada pozgdane wiasciwosci, takie jak niska lotnos¢, niska palnos¢, stosunkowo
niska toksycznosc¢ i zdolnos$¢ do rozpuszczania wielu polimerow.

Sulfotlenek dimetylu (ang. Dimethy! sulfoxide, DMSQO) to réwniez rozpuszczalnik organiczny, ktéry moze
by¢ uzywany do polimerdw, ktore sg nierozpuszczalne w THF lub w innych rozpuszczalnikach organicznych.
DMSO to najlepszy wyb6r dla zywic mocznika formaldehydu, ktére sg nierozpuszczalne w wiekszosci innych
rozpuszczalnikow. Moze on by¢ rowniez stosowany do analizy skrobi.

Do rozpuszczalnikéw, ktére mogg byé stosowane w wysokich temperaturach ( 220°C) nalezy o-
chloronaftalen [5].

W niektérych przypadkach wymagane jest zastosowanie dodatkéw do fazy ruchomej. Na przykfad,
0,05M bromek litu dodaje sie do s$rednio polarnych rozpuszczalnikow, takich jak DMF, NMP. Te
rozpuszczalniki wykorzystywane sg do analizy polimeréw takich, jak poliuretany lub poliimidy. Podczas
analizy w wysokiej temperaturze poliolefin, nalezy dodac¢ okoto jeden gram przeciwutleniacza na 4 litry fazy
ruchomej (np. TCB). Pomoze to zmniejszy¢ utlenianie probki, znajdujgcej sie w podajniku w wysokiej
temperaturze, przed dozowaniem. Dodatek do eluentu substancji 0 mniejszej masie czgsteczkowej jak np.
sole powstrzymuje powstawanie agregatéw, oddziatywan z fazg stacjonarng, a takze oddziatywan
miedzyczgsteczkowych.

Jezeli w substancji rozdzielanej sg obecne grupy funkcyjne (np. —COOH), dodanie do fazy ruchomej
dodatku, ktéry zawiera réwniez niektére grupy funkcyjne, zapewnia bezawaryjng prace. Zapobiega to
zniszczeniu kolumny poprzez zmiane chemizmu powierzchni. Typowymi dodatkami sg: alkohole (metanol i
etanol) zawierajgce grupe —OH, dietyloaminy zawierajgce grupe -NH,, kwas octowy lub kwas trifluorooctowy
zawierajgce grupe —COOH [11].

Rozpuszczalniki w warunkach niewodnych maja wptyw na trwato$¢ chemiczng zelu. Rozpuszczalniki mogg
powodowaé pecznienie zelbw. Stopien pecznienia w réznych rozpuszczalnikach bedzie zaleze¢ od stopnia
sieciowania zelu. Generalnie, nowoczesne fazy stacjonarne w SEC moga by¢ stosowane w szerokim
zakresie rozpuszczalnikédw organicznych, chociaz, w zaleznosci od procesu produkcyjnego te wiasciwosci
mogq sie rézni¢. W zwigzku z tym, zawsze zaleca sie, aby stosowaé wytyczne producenta co do
kompatybilnosci zelu z rozpuszczalnikiem. W przypadku dostarczania do kolumny jednego rozpuszczalnika i
nastepnie drugiego, wazne jest sprawdzenie, mieszalnosci obydwu rozpuszczalnikow [3].

Podsumowujac, na opisanych powyzej fazach stacjonarnych i ruchomych, charakteryzujgcych warunki
liofilowe mozna rozdzielaé gtéwnie nisko i $redni polarne polimery. Specyfikacje kolumn do SEC podajg
kompatybilne rozpuszczalniki organiczne oraz mieszaniny/ grupy zwigzkoéw, ktére w danych warunkach
ulegajg rozdzielaniu. Sg to takie polimery jak polistyren, polibutadien, poliizopren, poli({dimetylosiloksan),
poliamidy(np. nylon 6), poliakrylonitryl, poliolefiny, poli(alkohol winylowy), polichlorek winylu. W warunkach
niewodnych rozdzieleniu ulegajg takze substancje nisko-, Srednio- i wysokoczgsteczkowe, takie ropa
naftowa, oleje, asfalty, smoty, zywice. Substancje niskoczasteczkowe: sacharydy, tuszcze, Srodki
powierzchniowo czynne, dodatki w polimerach, antybiotyki, weglowodory aromatyczne.

Tabela 1. Podsumowanie wzgledem polarnoéci niektérych faz stacjonarnych, ruchomych oraz rozdzielanych
mieszanin w warunkach hydrofobowych.
Table 1. Summary of SEC phases and it’s applications.

Polarnos¢ Nisko-polarne Srednio-polarne

Faza stacjonarna SDVB Akrylowa/metakrylowa;
Poliestrowa

Eluent THF, toluen, TCB DMF, DMSO, NMP

Rozdzielane Polistyren, poliolefiny, polichlorek Poliuretany, poliimidy, celuloza,

substancje winylu, zywice itp. skrobia, itp.

2.2.2.2. Warunki hydrofilowe
(Hydrophilic conditions)

¢ Fazy stacjonarne
Pierwsze fazy stacjonarne polimerowe zostaty opracowane przede wszystkim do analizy naturalnych
polimeréw i zostaty one oparte na lekko usieciowanych polimerach np. dekstranu czy agarozy. Natomiast
wypetnienia kolumn dla wysokosprawnej SEC w warunkach wodnych zostaty opracowane tak, aby byty
sztywne i mogty tolerowaé szeroki zakres pH, zachowujgc funkcje podobne do miekkich zeli.
Chromatografia zelowa w wodnych rozpuszczalnikach odbywa sie na pétsztywnych i niesztywnych
zelach. Zwigzki o masie siegajgcej kilkuset tysiecy mogg byé rozdzielane na fazach stacjonarnych
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zbudowanych z usieciowanego dekstranu (np. ,Sephadex”). Stosuje sie takze usieciowany poliakryloamid
(np. ,Bio-Gel-P”) czy zele akrylowe i metakrylowe. ,Sepharose” to wypemienie sktadajace sie z agarozy.
Agaroza rozdziela takze zwigzki o wiekszej masie czasteczkowej i tak samo jak w dwoch wczesniej
wymienionych fazach, rozdzielanie tych zwigzkéw odbywa sie pod niskim cisnieniem, aby nie ,sprasowac”
zelu. W celu polepszenia rozdzielania zwigzkdéw o duzej masie, rozpuszczalnych w wodzie powstaty zele o
specjalnym zastosowaniu, gtownie Zzele nieorganiczne. Wyrdznia sie tutaj: zel krzemionkowy, szkio
porowate, a takze dezaktywowany zel krzemionkowy (dawniej dezaktywacja glikolem polietylenowym,
obecnie gtéwnie silanizowanie powierzchni sorpcyjnej). Jako faze stacjonarng zaczeto stosowaé takze
delikatnie sulfonowany polistyren pod nazwg ,Aquapak”. Specjalnie do charakterystyki biatek pojawity sie
skomercjalizowane przez firme Waters Corporation kolumny SEC z uzyciem diolu jako grupy funkcyjnej [12].

Idealne fazy stacjonarne dla wodnego SEC powinny by¢ wysoce hydrofilowe. Wymagania te wynikajg
z natury polimeréw przeznaczonych do analizy. Zaréwno naturalne, jak i syntetyczne polimery rozpuszczalne
w wodzie mogg by¢ niejonowe (neutralne) lub jonowe (polielektrolity), hydrofilowe lub stosunkowo
hydrofobowe. Polimerowy materiat fazy stacjonarnej, ktory nie jest wysoce hydrofilowy moze wykazywaé
oddziatywania hydrofobowe ze sktadnikami prébki. Dodatkowo, natadowana powierzchnia materiatu
wypetnienia moze powodowac jonowe oddziatywania z  polielektrolitami polimerow. W praktyce w
warunkach wodnych, niektére fazy stacjonarne wykazujg pewien stopien hydrofobowosci i fadunek jonowy.
Zaréwno jonowe, jak i hydrofobowe wtasciwosci sg niepozgdane, poniewaz powodujg one
obnizenie zjawisk wykluczania. Producenci materiatéw wypetniajgcych kolumny dgzg do minimalizacji takich
oddziatywan, jednak mimo to niezbedna jest modyfikacja eluentu.

e Fazy ruchome:

Wybor eluentu jest zalezny od rodzaju rozdzielanej prébki oraz od oddziatywan z fazg stacjonarng.
Zaktada sie, ze eluent, ktéry mozna stosowac do rozdzielania na kolumnach jednego producenta, powinien
nadawac sie do rozdzielania z zastosowaniem kolumny innych producentéw.

W zwigzku z niekorzystnymi zjawiskami jak oddziatywania sorpcyjne i jonowe stosuje sie dodatki do
eluentéw. Oddziatywania adsorpcyjne mogg by¢ zauwazalne przez takie zjawiska jak ostre czotowe
krawedzie piku, mata powierzchnia piku, niska powtarzalnosé. Oddziatywanie jonowe zakiécajace zjawisko
wykluczania moze by¢ zauwazalne dla niskich warto$ci objetosci elucji. Podczas optymalizacji sktadu
eluentu, powtarzalno$é chromatograméw jest wskaznikiem okres$lajgcym najlepszy zestaw warunkow.

Do wodnych faz ruchomych zwykle stosuje sie roztwory soli/bufory, ktére obnizajg oddziatywania jonowe lub
modyfikatory organiczne, ktére zmniejszajg witasciwosci hydrofobowe w stosunku do eluentu.

W przypadku rozdzielania polimeréw niejonowych czysta woda czesto moze by¢ stosowana jako eluent. Dla
prébek jonowych zaleca sie stosowanie soli lub buforu jako dodatku do eluentu. Solami powszechnie
stosowanymi sg siarczan sodu, azotan sodu i octan sodu. Site jonowg mozna zmienia¢ w zaleznoéci od
rodzaju probki, lecz na og6t nie przekracza sie stezenia 1,0 M. Bufory stosuje sie aby kontrolowaé pH [11].
Polimery anionowe np. sole sodowe kwasu akrylowego mozna eluowac stosujgac bufor o pH 7-9. Sél sodowa
sulfonianu polistyrenu rowniez jest polimerem anionowym, ale czesto nie wymywanym w takich warunkach,
gdyz wykazuje oddziatywania hydrofobowe. Mozna je zniwelowaé poprzez wprowadzenie niektérych
modyfikatoréw organicznym do fazy ruchomej. Metanol jest zalecanym modyfikatorem w przypadku
stosowania jako faze stacjonarng zelu z grupami —OH. Mozna takze stosowaé inne rozpuszczalniki np.
acetonitryl (ACN). Wazne jest, aby przestrzegaé zalecein producentéw dotyczgcych stosowania
rozpuszczalnikéw organicznych w warunkach wodnych, poniewaz zty rozpuszczalnik moze nieodwracalnie
uszkodzié kolumne.

Polimery kationowe mozna eluowac stosujgc wyzsze stezenia soli bedgcych dodatkami (0,3-1,0M), a pH w
zakresie 2-7. Jako dodatek stosuje sie chlorek sodu, ale takze kwas mréowkowy i kwas trifluorooctowy. Tak
jak w przypadku anionowych polimeréw, wystepowanie silnych oddziatywan hydrofobowych w prébce,
wymaga dodania organicznych modyfikatoréw fazy ruchome;j.

W przypadku rozdzielania biatek i peptydéw podstawowym dodatkiem jest arginina. Arginina
stabilizuje strukture biatek oraz zapobiega wzajemnym oddziatywaniom pomiedzy biatkiem, a fazag
stacjonarng. Jednym z ograniczen argininy, jest mozliwo$¢ pogarszania czutoéci detekcji w zakresie dtugosci
fali ponizej 220 nm [3]. W przypadku analizy agregatéw biatka za pomocg SEC wykorzystuje sie
odpowiednig faze ruchomg. Nowoscig jest stosowanie lotnej fazy ruchomej: 20% ACN, 0,1%
trifluorooctowego kwasu i 0,1 % kwasu mréwkowego lub wodoroweglanu amonu o pH=7. Wykorzystujac taki
eluent uzyskuje sie powtarzalne wyniki rozdzielania agregatéw, a przy tym mozliwe jest sprzezenie SEC z
spektrometria mas (MS) [13].

Wazne jest, aby bufory fazy ruchomej, sole, i modyfikatory, posiadaty wysoka czysto§¢ w celu
zminimalizowania szuméw chromatograficznych.

Podsumowujac, w warunkach hydrofilowych rozdzielaniu ulegajg bardzo polarne polimery, biopolimery
polisacharydy, biatka, nukleotydy, czasami takze w potgczeniach z substancjami chemicznymi o nizszej
polarnosci, rozpuszczalnymi w wodzie. Polimery mogg mie¢ postaé jonowg (kationowe i anionowe) lub
niejonowa.

Typowym polimerem kationowym rozdzielanym w warunkach wodnych jest poli-2-winylopirydyna. Z kolei
polimerem anionowym np. sél sodowa kwasu akrylowego lub sulfonian sodowy. W warunkach wodnych
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rozdziela sie gtéwnie zwigzki polarne, na polarnych fazach stacjonarnych i ruchomych. Tabela 2 przedstawia
w skrocie dopasowanie tych 3 elementow.

Tabela 2. Podsumowanie wzgledem polarnoéci niektérych faz stacjonarnych, ruchomych oraz rozdzielanych
mieszanin w warunkach hydrofilowych.
Table 2. A comparison of SEC hydrophilic conditions.

Polarnos¢ Bardzo polarne Mniej polarne

Faza stacjonarna Akrylowe/akrylowe z grupami | Zel krzemionkowy, SiO, —diol

Eluent ;\(I)oga; pHod 1,5do 13 Wodna z dodatkami; pH od 2

Substancje rozdzielane Dekstran, PEG, PEO, cI:j>cc))li1m0ery anionowe i
kationowe, biatka, peptydy

2.2.3. Metody detekcji
(Methods of detection)

Szczego6towy opis metod detekcji w SEC bedzie przedmiotem odmiennej pracy. Detektory sg uzywane
do monitorowania czgsteczek substancji rozpuszczonej w eluencie podczas rozdzielania. Do detekcji w SEC
wykorzystuje sie detektory czute na zmiane stezenia oraz na mase czasteczkowg. Detektor
spektrofotometryczny $wiatta UV oraz podczerwieni (ang. Infrared, IR) majg sygnat proporcjonalny wytgcznie
do stezenia probki w rozpuszczalniku, pod warunkiem wykazywania absorpcji $wiatta w zastosowanym
zakresie. Sygnat detektorow refraktometrycznych (ang. Refractive Index Detector, R) oraz LLSD jest
proporcjonalny do masy molowej i stezenia. Wiskozymetr to detektor proporcjonalny do iloczynu stezenia i
masy czasteczkowej do potegi wyktadnika Marka-Houwinka. Cho¢ detektory stezenia mogg wystepowaé
samodzielnie, detektory masy czgsteczkowej zapewniajg przydatne informacje jedynie w zestawieniu z
detektorem stezeniowym [14]. Poniewaz detektor Rl ma wiasciwosci najbardziej odpowiednie, aby byé
uniwersalnym detektorem jest on najcze$ciej uzywany do analizy syntetycznych polimeréw. Detektor UV
moze by¢ stosowany do zwigzkéw zawierajgcych wigzanie podwojne, sprzezone podwdjne wigzanie,
pierscien aromatyczny, grupe karbonylowg -CO lub grupe nitrowg -NO,. Jego zastosowanie w SEC jest
ograniczone przez fakt, ze wiele polimeréw wykazuje stabg absorpcje swiatta UV. Stosowanie detektora UV
do SEC jest réwniez ograniczone tym, ze cze$¢ rozpuszczalnikéw, w tym THF, ma wysoki ,cut-off” w
zakresie UV do 230 nm, w poréwnaniu z innymi rozpuszczalnikami uzywanymi w chromatografii cieczowe;j
jak metanol lub acetonitryl. Detektor UV stosuje sie do detekcji substancji zawierajgcych polistyren i
kopolimery styrenu, nitroceluloze, zywice epoksydowe, zywice fenolowo-formaldehydowe, nienasycone
zywice alkidowe, poliestry i biatka. Zasada dziatania detektorédw IR jest podobna do detektorow UV.
Gtéwnym ograniczeniem detektora IR w SEC jest to, ze stosowane rozpuszczalniki jako fazy ruchome majg
silng absorpcje przy diugosciach fali, ktére mogg by¢ potencjalnie stosowane w celu monitorowania polimeru
eluowanego z kolumny. Detektory IR obecnie znajdujg zastosowanie gtéwnie w przypadku rozdzielania
poliolefin w TCB, gdzie detektor IR moze byé stosowany nie tylko do monitorowania stezenia, ale réwniez w
celu okre$lenia chemicznej réznorodnosci kopolimeréw polietylenu i rozgatezien polietylenu. Detektory
wspotczynnika zatamania $wiatta (refraktometryczne) mogg by¢ stosowane do wykrywania wszystkich
zwigzkéw o niezerowym przyroscie wspétczynnika zatamania $wiatta. Refraktometryczny indeks przyrostu
(dn/dc) moze by¢ rézny dla réznych polimeréw. Mozliwe sg wartosci ujemne, a wartosci bliskie zeru zdarzajg
sie raczej rzadko. W przypadku zerowego dn/dc odpowiedz detektora moze byé polepszona poprzez wybor
innego rozpuszczalnika o innym wspotczynniku zatamania Swiatta. Dla zwigzkéw o wysokiej absorpcji Swiatta
UV, takich jak te, ktére zawierajg pierécienie aromatyczne, czutosé detektora RI, moze byé znacznie
mniejsza w poréwnaniu z detektorem UV [3].

W przypadku detektoréw stezeniowych LLSD jest detektorem masy czasteczkowej, ktéry nie wymaga
zatozenia dotyczgcego sktadu i budowy probki. Korzystajgc z detekcji za pomocg wielo-kgtowego
laserowego detektora Swiatta rozproszonego (ang. Multi Angle Light Scattering Detector, MALLSD) mozliwe
jest uzyskanie kolejnej informacji - promienia czasteczki. Otrzymana warto$¢ jest bardzo precyzyjna
poniewaz dokonuje sie pomiaru $wiatta rozproszonego pod réznymi katami w zaleznosci od wybranego
modelu Wyatt Technology produkuje detektory MALLS dokonujgce pomiaru pod 18 katami. Laserowy
detektor mato-kgtowy $wiatta rozproszonego (ang. Low Angle Light Scattering Detecfor, LALLSD) dokonuje
pomiaru pod matg liczbg kgtéw. Jest to detektor rzadziej stosowany poniewaz dokonuje mniej precyzyjnego
pomiaru, niz detektor MALLS. Detektor pomiaru lepkosci (wiskozymetr) jest wrazliwy na mase
czgsteczkowag, ale tylko z uzyciem metody uniwersalnego kalibrowania. WWymaga to uzycia polimeréw o
znanej masie czasteczkowej, takich jak polistyren. Warto$ci masy czasteczkowej obliczone za pomocg
detektora pomiaru lepkosci sg poprawne je$li standardowy polimer i probki przygotowane sg wedtug

Vol. 6, No 2/2014 Camera Separatoria




95 G. Boczkaj, A. Fokt, M. Momotko, M. Kaminski

uniwersalnej kalibracji. Dla liczb bezwzglednych, ktore nie wymagajg kalibracji kolumny stosuje sie
rozpraszanie Swiatta. Nowoscig jest potgczenie detektorow pomiaru lepkosci i Rl. Za pomocg takiego
potaczenia, mozliwe jest okreslenie konformacji, w tym obecnoéci dlugotancuchowych rozgatezien oraz
wtasciwosci polimeréw w roztworze [15].

2.2.4. Zalety i ograniczenia SEC

Stosujgc GPC mozna ustali¢ kilka waznych parametréw takich jak m.in. Sredni (wagowy, masowy,
liczbowy) ciezar czgsteczkowy, czy rozktad masy czgsteczkowej polimeru. Wartosci te sg wazne, poniewaz
wptywajg one na wiele charakterystycznych wtasciwosci fizycznych polimeru i wplywajg na réznice w
koncowym wykorzystaniu polimeru. Chromatografia wykluczania w swoim zastosowaniu posiada wiele zalet,
ale takze i pewne ograniczenia. Analizowane sktadniki probki sg dos¢ tatwe do wykrycia. Jest to jedna z
zalet zastosowania tej metody. W SEC dla wiekszo$ci probek otrzymuje sie wysoki sygnat z zastosowaniem
detektora refraktometrycznego, pomimo stosunkowo niskiej czutosci tego detektora. W chromatografii
wykluczania cata probka jest eluowana szybko, bez potrzeby elucji gradientowej lub innej skomplikowanej
procedury. Swiadczy to o kolejnej zalecie tej metody. Kolejng zaletg jest przewidywalny czas rozdzielania.
Zazwyczaj poczatek oraz koniec elucji moze by¢ dosé doktadnie przewidziany jeszcze przed rozdzielaniem.
Wszystkie zwigzki eluujg pomiedzy objetoscig dla retencji to, (czas catkowitego wykluczenia) i t,(czas
martwy). Dlatego serie ré6znych prébek mogg by¢ dozowane ze z gb6ry ustalonymi seriami w czasie, bez
zagrozenia, ze piki z pierwszej analiz natozg sie z pikami z analizy kolejnej. Sprzyja to zautomatyzowanemu
dozowaniu prébek. Przewidywalny czas rozdzielania w SEC oznacza mniej czasu spedzonego na
oczekiwanie na catkowite wyeluowanie nieznanej probki. W chromatografii wykluczania stosunkowo fatwo
mozna zidentyfikowaé nieznany pik probki. Dzieje sie tak poniewaz retencja jest $ciSle zwigzana z masg
molowg, a takze przewidywalna dla zwigzkéw o znanej strukturze. W przypadku SEC, inaczej niz w innych
odmianach cieczowej chromatografii (ang. Liquid Chromatography, LC), objeto$é czasu retencji jest
zwigzana tylko z strukturg, a nie takze z rdéznymi aspektami oddziatywan sorpcyjnych. Pigtym z kolei
pozytywnym aspektem zastosowania chromatografii zelowej jest brak chemicznych przemian podczas
rozdzielania. Zazwyczaj brak oddziatywan sorpcyjnych sprawia, ze jest to jedna z tagodniejszych” technik
rozdzielania. Kolejna zaleta wynika z wtasciwo$éci fazy stacjonarnej stosowanej podczas opisywanej metody
chromatograficznej. Przejawia sie brakiem probleméw z dezaktywacjg. Kolumna nie ma skionnosci do
akumulowania nierozdzielanych zwigzkoéw, pochodzgcych z zanieczyszczonych rozpuszczalnikéw i probek.
Zagrozeniem i ograniczeniem w SEC, jak w kazdej innej LC, jest zatykanie spiekédw kolumny przez probke,
ktéra zawiera czasteczki state. W zwigzku z tym prébki przed wstrzyknieciem sg filtrowane. Najbardziej
powazng wadg jest ograniczona ,pojemnos$¢” pikéw. Tylko kilka pikéw prébki moze by¢é zawarte na
chromatografie w postaci rozdzielonej. Zazwyczaj chromatografia wykluczania jest niezdolna do rozdzielenia
komplekséw, wieloskfadnikowych prébek bez wczesniejszej separacji innymi metodami. Kolejnym
ograniczeniem SEC jest brak mozliwosci stosowania do probek, ktérych sktadniki majg podobny rozmiar.
Problem pojawia sie np. przy rozdzielaniu izomeréw. Analiza duzych czasteczek wymaga cierpliwosci. Czas
rozpuszczania ich jest diugi i moze trwaé, w najgorszym przypadku, nawet do kilku tygodni.
Rozpuszczalno$¢ takich czgsteczek zalezy od szeregu parametréw, takich jak rodzaj rozpuszczalnika, masa
czgsteczkowa, polidyspersyjnosé [12].

3. Przeglad zastosowan SEC
(Review of SEC applications)

Podczas analizy SEC pofaczonej z réznymi metodami detekcji mozna zmierzyé absolutny ciezar
czgsteczkowy, rozktad masy czasteczkowej, wielko$¢ czasteczki, generowaé informacje o strukturze
wielkoczasteczkowej, budowie, agregacji i rozgatezieniu.

Stosujgc SEC naukowcy moga charakteryzowaé czgsteczki, takie jak polimery syntetyczne, naturalne,
zwigzki pochodzenia biologicznego. Dla wszystkich czgsteczek oznaczane parametry majg niezliczone
zastosowania. Dzieki tej technice mozna kontrolowaé wytrzymatosé i wydajnosé otrzymywania polimeru
oraz jego polidyspersyjno$¢. SEC ma zastosowanie takze w przemysle farmaceutycznym, gdzie producenci
farmaceutyczni mogg analizowac i dostosowywaé ,dziatanie” niektérych produktéw oraz w przemysle
spozywczym utatwiajgc analize wydajnoéci i jakosci produktow.

. Rozkfad masy czgsteczkowej

OkreSlanie masy czasteczkowej i jej rozktadu jest podstawowym i szeroko stosowanym
zastosowaniem SEC. Za pomocg tej techniki wyznaczy¢ mozna liczbowg $rednig mase czasteczkowg (M,),
wagowy $redni ciezar czgsteczkowy (M,,) i wskaznik polidyspersyjnosci (PDI). W warunkach analitycznych
metodg SEC rozdzielaé mozna oligomery, zwigzki matoczgsteczkowe, polimery syntetyczne i pochodzenia
naturalnego. Zazwyczaj, substancje bedgce polimerami syntetycznymi oraz pochodzenia naturalnego nie
sktadajg sie z duzej liczby identycznych czgsteczek. Sg to substancje polidyspersyjne, skfadajgce sie z
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czgsteczek o réznej dtugosci (réznej masie czgsteczkowej), zawierajgcych rézng liczbe jednostek. Podczas
badania zwigzkéw wielkoczasteczkowych wazne sg obliczone statystycznie informacje o $rednich
wartosciach i odchyleniach od tych wartosci. Polidyspersyjnos¢ probki rosnie wraz z rozszerzeniem rozkfadu
masy czgsteczkowej. Przed interpretacjg chromatogramu, pod katem masy czagsteczkowej probki i jej
rozktadu nalezy wykonac¢ kalibracje metody. Kalibracja polega na okresleniu zaleznosci miedzy objetoscig
elucji, a masg czgsteczkowa. Krzywa kalibracyjng mozna przygotowac na kilka sposobdw, w zaleznosci dla
jakich zwigzkow ma by¢ uzyta. Wyrdznia sie cztery powszechnie stosowane metody kalibracji. Trzy z nich
mozna stosowacé w potgczeniu z pojedynczym detektorem, sg to: bezposrednia kalibracja za pomocg frakcji
waskodyspersyjnych, kalibracja za pomocg polimeréw polidyspersyjnych oraz standardowa kalibracja z
uniwersalnymi parametrami. Czwarty typ kalibracji SEC wymaga uzycia dwéch detektoréw, potgczonych
szeregowo. Dodanie do SEC drugiego detektora czutego na mase czasteczkowg zapewnia bezposredni
sposob kalibracji, bez potrzeby korzystania z zewnetrznego wzorcowania. Takie detektory sa
udoskonaleniem klasycznych technik. W celu takowej kalibracji korzysta sie z LALLSD, MALLSD oraz z
detektora pomiaru lepkosci.

Najbardziej podstawowa kalibracja polega na pomiarze objetosci retencji kilku waskodyspersyjnych
frakcji danego polimeru, ktérych wartosci $redniej masy czasteczkowej sg znane. Polimery wzorcowe
powinny charakteryzowaé szeroki zakres mas czasteczkowych oraz posiadaé waski rozktad, czyli M,~M,=
Msec gdzie Msec to masa czgsteczkowa odpowiadajgca elucji w maksimum piku chromatograficznego.
Odczytanie warto$ci Msec bezposrednio z zalezno$ci kalibracyjnej nie jest poprawne w przypadku ukfadéw
polidyspersyjnych i nie jest stosowane. W wyniku kalibracji otrzymuje sie chromatogramy kilku wasko-
dyspersyjnych frakcji danego polimeru o znanych warto$ciach $redniej masy czgsteczkowej. Nalezy
pamietaé, ze pomiary wykonywane w celu sporzgdzenia krzywej wzorcowej dokonuje sie w tych samych
warunkach jak podczas analizy badanych probek. Same dane dotyczace objetosci elucji nie sa
wystarczajgce. Wykresla sie punktowo zalezno$¢ czasu retencji poszczego6lnych frakcji wzgledem logM,
taczy punkty krzywa/linig trendu. Uzyskang w taki sposob krzywa przedstawia Rys. 1.

7
log(M) 6
y=-0,408x + 15,17
> R?=0,992
4 .
¢ seriawzorcowa
3
2
1
0
20 22 24 26 28 30
Rt [min]

Rys. 1 Krzywa kalibracyjna
Fig. 1 Calibration curve

W takim przypadku zalezno$é kalibracyjna opisana jest réwnaniem:

Y=AX +B, Q)
Y - logM, (M- masa czgsteczkowa)
X - czas retencji.
Jest to najprostszy sposéb kalibracji, ale ma ograniczenia w swojej przydatnosci ze wzgledu na maty wyb6r
standardowych polimeréw. Kalibracja ta wymaga uzycia duzego zakresu réznych mas czgsteczkowych, aby
catkowicie pokry¢ caly zakres mas badanej prébki. Obecnie w warunkach niewodnych stosuje sie jako
polimery wzorcowe polistyren, polimetakrylan metylu, polietylen. Natomiast w warunkach wodnych:
politlenek etylenu lub glikol polietylenowy, poli(kwas akrylowy) i polisacharydy. Na mechanizmie tego typu
kalibracji bazujg pozostate sposoby kalibracji.

Aby okre$lic mase czgsteczkowg i jej rozktad wyznacza sie krzywg elucji probki w tych samych
warunkach jak krzywa kalibracji. Stosuje sie ten sam eluent, szybko$¢ przeptywu, temperature. Wykresla
linie zerowg chromatogramu, czyli tgczy prostg linig, zaczynajac od odcinka poprzedzajgcego pik, kohczac
na odcinku, ktéry moze nastgpié po wymyciu zanieczyszczeh (pik ujemny). Do sporzgdzonej linii
doprowadzane sg linie prostopadte dzielgce chromatogram na przedzialy o réwnej szeroko$ci. Powinno
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powsta¢ co najmniej 25 przedziatow, jesli wyznaczane sg recznie. Najczesciej dostepne programy do
obrébki danych SEC sporzadzajg minimum kilkaset fragmentéw dla kazdej analizy. Srednia masa
czasteczkowa jest przypisana do kazdego przedziatu czasu w oparciu o opisang powyzej kalibracje, czyli o
krzywg kalibracji. Do celow obliczeniowych przyjmuje sie, ze kazdy przedziat czasu charakteryzuje
monodyspersyjny rozktad masy czgsteczkowej. Odczytanie z otrzymanego piku, ktéry jest podzielony na
fragmenty o réwnej szerokoéci, odpowiedniego czasu retencji wymaga dalszej analizy otrzymanych danych
[16]. Jednym ze sposobow jest stworzenie w arkuszu kalkulacyjnym tabeli, przedstawionej ponizej (Tabela
3).

Tabela 3. Tabela opisujgca sposéb obliczen M, i M,,

Table 3. An example of SEC table calculation.

t[min] A ZA %A/ZA M A/Mi A*M AM?

Pierwsza kolumna tabeli informuje o czasie retencji, w ktbrym ma miejsce elucja. Powierzchnie (A) obliczono
dla pél poszczeg6lnych fragmentéw. Wykorzystuje sie warto$¢ réznicy czasu na osi x oraz réznice sygnatow
na osi y, ktérych warto$¢ rozpoczyna sie w miejscu linii zerowej. Nastepnie obliczona sie skumulowang
powierzchnie XA (np. dla kilkuset matych fragmentéw). Kolumna ,%A/ZA” okres$la stosunek [%] dane;j,
pojedynczej powierzchni do skumulowanej powierzchni. Dla warto$ci 50% (potowy powierzchni danego
fragmentu) odczytuje sie czas retencji. Korzystajgc z réwnania krzywej kalibracyjnej oblicza dla danego
czasu wartos¢ M. A; oznacza wartosé skumulowanych powierzchni (ZA). Trzy ostatnie kolumny sg to
wartosci wykorzystywane w obliczeniach.

Do obliczenh najczesciej stosuje sie nizej przedstawione zaleznosci [17]:

_ X4 _ ZArM; _ My
TN (A/MY) @ M, = XA ®) PDI= Mp “)

M;- masa fragmentu i [g/mol]
Ar- pole fragmentu piku 0 masie M;[-]

W przypadku powyzszych zaleznosci nalezy dokonywac korekty wartosci A; dla poszczegdinych
zakresébw M, ze wzgledu na zalezno$¢ wspéiczynnika zatamania Swiatta od masy czgsteczkowej. W
przypadku prostej normalizacji ma miejsce zawyzanie zawarto$ci frakcji wysokomolekularnej i zanizanie
zawartosci frakcji niskomolekularne;.

Kalibracja z wykorzystaniem waskich frakcji nie jest jedyng i niezawodng metodg. Stosuje sie takze
kalibracje za pomocg polimeréw polidyspersyjnych. Dla wielu polimeréw brakuje dobrych wzorcéw, a
frakcjonowanie w celu ich otrzymania jest nieoptacalne. Okresla sie zalezno$¢ kalibracyjng na podstawie
znajomosci funkcji rozktadu masy czasteczkowej polidyspersyjnego wzorca kalibracyjnego oraz korzystajgc
z chromatogramu danej probki polimeru. Procedura obejmuje poréwnanie znormalizowanej powierzchni
pikbw z tgczng frakcjg pobrang z krzywej rozktadu.

Poszczegdblne objetosci elucji Vi sg dopasowane do masy czasteczkowej M; pobranej z krzywej rozktadu
masy czgsteczkowej, jest to mozliwe poniewaz procentowa czesé powierzchni piku i udziat wagowy sg
identyczne. Krzywg rozktadu ciezaru czasteczkowego polidyspersyjnych prébek wzorcowych okreslono
do$wiadczalnie. Rozktad masy czasteczkowej wzorcow musi objgé wiekszosé lub wszystkie zakresy
dynamiczne prébki. Dwie okre$lone doswiadczalnie wartoci sSrednich mas (M) dla jednej lub dwoch réznych
prébek polidyspersyjnych muszg byé znane jako wynik pomiaréw pomocniczych do sporzadzenia krzywej
rozktadu masy czasteczkowej. Balke wraz z wspdipracownikami opracowat metode efektywnej liniowej
kalibracji. Krzywa zostata wyrazona poprzez rownanie:

V., =C;, —C,logM, %)
V. - objetos¢ elucji (retencja) [ml]
M - masa czgsteczkowa [g/mol]
Poczatkowo metoda ta sprawiata problemy podczas poszukiwania statych C, i C,. Zmodyfikowana metoda
bierze pod uwage wyszukiwanie pojedynczego parametru. Zakfada sie, ze polidyspersyjno$é -D, jest funkcjg
nachylenia - C,. Otrzymane réwnanie kalibracji jest stuszne, gdy warto$¢ wspdtczynnika kierunkowego
robwnania jest zoptymalizowana w celu zminimalizowania réznicy miedzy rzeczywistg, a obliczong
polidyspersyjnoécig. Wspétczynnik kierunkowy jest ustalony i staty. Nastepnie ustala sie statg C4, ktéra jest
rowniez zoptymalizowana w celu zminimalizowania réznicy miedzy rzeczywistymi, a obliczonymi
wartosciami.

Opisang kalibracje za pomocg frakcji lub niefrakcjonowanych polimeréw stosuje sie, gdy seryjnie
analizuje sie za pomocg SEC prébki jednego polimeru. W przypadku, gdy bada sie rézne polimery, zaleca
sie stosowanie innej zaleznoéci kalibracyjnej, ktéra uzyskana jest poprzez pomiar objetosci retenciji dla
waskich frakgji polistyrenu. Stosuje sie uniwersalne parametry kalibracyjne. W celu zrozumienia tej metody,
nalezy rozwazy¢ zalezno$¢ miedzy masg czgsteczkowg, graniczng liczbg lepkosciowsg, objetoscig
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hydrodynamiczng, objetoscig przypadkowych swobodnie stykajgcych sie tancuchow polimeru w roztworze.
Relacje te opisuje rownanie Einsteina—Simha dotyczace prawa dla czgsteczek w zawiesinie:
Ml = CEb, ®)

[N] - graniczna liczba lepkosciowa zmierzona w warunkach rozdzielania chromatograficznego [cm3/g]
V}, - objetos¢ hydrodynamiczna [ml]
M- masa [g]
C- stata [-]
Ponizsza zalezno$é charakteryzuje makroczgsteczki w roztworze. Bazuje na teorii Flory’ego-Foxa i pomaga
zrozumie¢ metode uniwersalnej kalibraciji.

3
()2

M

Ml = oG-, (7
¢ - stata Flory’ego [-]

s?- éredni kwadrat odlegtosci koncow od srodka tancucha [cm]

Gdy oba réwnania mnozy sie przez M otrzymuje sie iloczyn [N] M, ktéry jest uniwersalnym parametrem
podczas kalibracji kolumn do SEC. Benoit i jego wspotpracownicy wykreslili ten parametr w funkcji objetosci
elucji dla polimeréw o réznej strukturze, badanych w identycznych warunkach. Powstata jedna krzywa
kalibracji. W praktyce mozna ustali¢ nastepujgcg zalezno$¢:
[NIM=[N]2 My, ®)

gdzie indeks 1 odnosi sie do standardowych polimeréw, a indeks 2 do probek polimeréw. Nieznang mase
mozna wyliczy¢ wykorzystujgc znajomo$é danych dotyczgcych uniwersalnego wzorca uzytego do kalibracji.
Zalezno$¢ ta, aby byta uzyteczna musi zosta¢ zmodyfikowana. Korzystaé nalezy z réwnania:

~_log 2+ X ogM, | 9

1+a, ng 1+a,
Niezbedne jest takze rownanie Marka-Houwinka:

[n] = KM*# (10)
Korzystajgc z zaleznosci 10 mozna obliczy¢ wartosci statych K i a [3,18].

W wyniku analizy technikg chromatografii zelowej otrzymuje sie zazwyczaj wartosci M, mniejsze, a
wartosci M,, wicksze w poréwnaniu z wartosciami otrzymanymi metodami klasycznymi. Analize masy
czgsteczkowej metodg SEC przeprowadza sie dla wielu substancji. SEC moze by¢ stosowany samodzielnie
lub razem z innymi technikami w celu poprawy analizy jako$ciowej. W warunkach niewodnych bada sie
oligomery, zwigzki wielkoczgsteczkowe (np. nisko i $rednio polarne polimery) oraz niektore
niskoczgsteczkowe. Za pomocg SEC gitéwnie okresla sie dla tych substancji Srednie masy czgsteczkowe, ich
rozktad oraz polidyspersyjnosc.

W przypadku oligomeréw, SEC umozliwia catkowite rozdzielenie w skali analitycznej nizszych cztonow
ich szeregu homologicznego. Wyzsze oligomery posiadajg piki odpowiadajgce poszczegblnym czionom
szeregu (merom), ktére nie sg catkowicie rozdzielone. Jesli masa czasteczkowa oligomeru ro$nie dalej
otrzymuje sie ciggtg krzywg elucji, podobnie jak dla polimeréw. Badane oligomery to np. polietery,
poliuretany, zywice. Z przeprowadzonych badan dla zywic wynika, ze technike SEC mozna stosowaé do
scharakteryzowania prébki przez producentéw zywicy oraz przez uzytkownikéw koncowych. Charakteryzuje
sie m.in. zywice fenylowo-formaldehydowe powstate przez polikondensacje [19,20]. Rozdzielane w
hydrofobowych warunkach polimery to gtéwnie syntetyczne substancje oraz niektére pochodzenia
naturalnego. Analize masy czgsteczkowej przeprowadza sie np. dla nylonéw — poliamidéw [21]. Innym
przyktadem syntetycznego polimeru dla ktérego przeprowadza sie, poza klasycznymi metodami okreslania
ciezaru czgsteczkowego, analize technikg SEC jest polichlorek winylu [22]. Prébki polimeréw liniowych
powstatych przez termiczng polimeryzacje eteru bisfenolu-A-diglicydylowego (ang. bisphenol-A-diglycidyl
ether, DGEBA) z trzema aminami: benzyloaming, p-chloroaniling i cykloheksyloaming bada sie z
wykorzystaniem THF jako eluentu. Okreslenie $rednich wartosci mas czgsteczkowych umozliwia ocene
stopnia cyklizacji [23]. Chromatografie zelowg wyposazong w LLSD z uzyciem organicznego eluentu stosuje
sie do okreSlenia M, i M, praktycznie kazdego rodzaju polimeréw, takich jak elastyczne polimery
polistyrenowe, polimery pretowe, polimery gwiazdziste, liniowe kopolimery blokowe oraz gwiazdziste
kopolimery blokowe [24]. W przypadku analizy kopolimeréw blokowych, z wykorzystaniem SEC w
warunkach wodnych, napotyka sie trudnosci w uzyskaniu krzywej kalibracyjnej. Rozwigzaniem okazuje sie
sporzadzenie krzywej kalibracyjnej za pomocg homopolimeréw. Krzywa wykonuje sie z wykorzystaniem
parametréw Marka-Houwinka. Srednia masa czgsteczkowa oznaczona tg metodg jest w doskonatej
zgodnosci z danymi otrzymanymi metodg osmometrii [25]. W$ér6d polimeréw naturalnych, dla ktérych
przeprowadza sie rozktad masy czgsteczkowej z organicznym eluentem mozna wymienié polisacharydy oraz
lignine. Mozna przeprowadzié analize zarédwno niemodyfikowanej celulozy oraz jej pochodnych.
Przeprowadzone badania nad ftalanem hydroksypropylometylocelulozy (ang. hydroxypropylmethylcellulose
phthalate, HPMCP) wykazuja, ze jest tatwo rozpuszczalny w wielu rozpuszczalnikach organicznych, ktére
mogq by¢ uzywane jako eluent w SEC. Analiza wykonana z zastosowaniem acetonu jako fazy ruchomej
wykazata silne oddziatywanie pomiedzy polimerem, a materiatem wypetiajgcym kolumne. Analiza
wykonywana z uzyciem THF jako fazy ruchomej wykazata réwniez, ze wystepuja pewne oddziatywania z
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kolumng, ale sg one znacznie stabsze niz obserwowane w acetonie. W tym przypadku podaje sie
informacje, ze nieprawidtowe zachowanie HPMCP w THF moze byé tlumione przez dodanie 5% roztworu
kwasu octowego [26].

Rozktad masy czgsteczkowej w warunkach niewodnych mozna przeprowadzac réwniez dla takich substanciji
jak ropa, oleje, asfalty. Czesto w przypadku np. ropy oraz smoty weglowej stosuje sie metode ,odcisku
palca” (ang. fingerprinting”). Powstate najrdézniejsze chromatogramy poréwnywanych prébek umozliwiajg
stwierdzenie jak ropa byta przerabiana lub jakiego jest pochodzenia. Do badan asfaltbw w warunkach
niewodnych wykorzystuje sie kolumny wypetnione najczesciej wysoce usieciowanymi kopolimerami [27].
Niskoczagsteczkowymi substancjami rozdzielanymi w celu sporzadzenia rozktadu masy czagsteczkowej sg
sacharydy, tuszcze, witaminy oraz dodatki w polimerach. Czesto dokonuje sie pomiaru wartosci masy
czasteczkowej i rozktadu mas czgsteczkowych dla niskoczagsteczkowej heparyny (ang. Low Molecular
Weight Heparin, LMWH), ktéra jest polisacharydem, przy uzyciu najczesciej dwoch metod detekcii:
ultrafioletowej (UV) oraz refraktometrycznej. Jednak te detektory wymagajg kalibracji z wykorzystaniem
wzorcow. European Pharmacopeia do analizy LMWH za pomocg chromatografii wykluczania zaleca uzycie
tych dwoch detektorow, ktoére wymagajg takowej kalibracji. Nowsza metoda proponuje korzystanie z
MALLSD, ktory nie wymaga korzystania z wzorcow [28].

W warunkach wodnych za pomocg chromatografii wykluczania dokonuje sie gtéwnie analizy
materiatdw biologicznych oraz polimerédw polamych. Substytuty osocza krwi, takie jak dekstran i
hydroksyetyloskrobia, powodujg rozszerzenie objetosci cieczy w naczyniach krwionosnych ze wzgledu na
ich wysokie cisnienie osmotyczne. Stosowane sg klinicznie do rozszerzania naczyn krwiono$nych. Efekt ten,
uzyskuje sie tylko wtedy, jesli substytuty te sg obecne w osoczu. Z tego powodu znajomos$é czasu retenc;ji
ma duze znaczenie. Czas przebywania jest bezposrednio zwigzany z rozktadem masy czgsteczkowej
polidyspersyjnych hydrokoloidéw. Znajomo$¢ rozktadu, okreSlonego metodg SEC z wykorzystaniem
kalibracji wasko-dyspersyjnymi frakcjami, ma istotne znaczenie w kontrolowaniu zwiekszania objetosci
osocza [29]. Zelatyna jest polipeptydem wytwarzanym z kwasnej lub zasadowej hydrolizy kolagenu
pochodzgcego z skory i kosci. Zelatyna jest stosowana w przemysle spozywczym i w przemysle
farmaceutycznym jako stabilizator do tabletek. Analiza technikg SEC moze byé stosowana do kazdego
rodzaju zelatyny, niezaleznie od jej punktu izoelektrycznego oraz warunkéw procesu hydrolizy kolagenu.
Wykorzystuje sie eluent wodny z buforem fosforanowym o pH 5,5 dla kwasnej zelatyny i o pH 6,6 dla
zelatyny podstawowej [30]. W szczegdlnosci w przypadku zwigzkédw pochodzenia biologicznego, technika
SEC posiada szeroki zakres innych zastosowan poza przygotowaniem rozkitadu masy czagsteczkowej.
Natomiast z uzyciem wodnego eluentu dokonuje sie m.in. analizy rozktadu masy czgsteczkowej niektérych
polielektrolitbw. Zaréwno biopolimery jak i polimery syntetyczne obdarzone tadunkiem mozna
charakteryzowaé za pomocg chromatografii wykluczania. Przyktadem charakteryzowanego polimeru moze
by¢ poliakrylan sodu, ktéry ma szerokie zastosowanie przemystowe. Oznaczenie jego masy czgsteczkowej
(M,,) oraz analiza jej rozktadu jest waznym elementem kontroli jakosci tego produktu. Uzycie do badania
eluentu wodnego z buforem soli 0 pH>7 gwarantuje doktadng analize rozktadu masy czgsteczkowej
poliakrylanu sodu bez zadnych niepozgdanych oddziatywan [31].

. Oznaczanie dodatkéw/zanieczyszczen (o innych masach)

Chromatografie zelowg wykorzystuje sie m.in. do oznaczania substancji, ktére sg sktadnikami probki,
w tym zanieczyszczen, ktére réznig sie rozmiarami czgsteczek.

W warunkach niewodnych SEC umozliwia rozdzielanie polimeréw nisko i $redni polarnych od
zwigzkoéw powierzchniowo czynnych, ktére zawarte sg w mniejszym stezeniu, z wykorzystaniem THF jako
eluentu. Otrzymane zwigzki mogg by¢ odzyskane i oznaczone np. metodg spektrofotometryczng. Z
wykorzystaniem THF mozna takze okres$li¢ stezenie dodatkéw Ilub produktéw reakcji o duzej masie
czgsteczkowej zawartych w komponentach o nizszej masie. Polimer moze by¢ oddzielany np. od oleju
smarowniczego. Stosujgc toluen jako eluent mozna rozdzielié mieszaniny fatwo topliwych klei zawierajgcych
polimery, zywice, woski [12]. Chromatografia wykluczania umozliwia oznaczanie takze smaréw, dodatkéw
uszlachetniajgcych, ttuszczéw, kosmetykow, plastyfikatoréw, antyutleniaczy, konserwantéw, pozostatoSci
rozpuszczalnika i innych substancji w polimerach. Wysokosprawna chromatografia wykluczania, z
zastosowaniem organicznego rozpuszczalnika, podczas analizy thuszcz6w moze stuzyé do oddzielenia
monomeréw, dimerdéw i trimeréw kwasoéw tuszczowych zawartych w termicznie utlenionych lub zuzytych
ttuszczach i olejach jadalnych. Rozdzielanie odbywa sie z uzyciem kopolimeru SD-DVB jako fazy
stacjonarnej i toluenu jako eluentu, z detekcjg refraktometryczng. W tych samych warunkach mozna
dokonaé rozdzielania i analizy iloSciowej mono-, di- i tri glicerydéw. W przypadku analizy monomeroéw,
dimeréw i trimeréw kwaséw tluszczowych mozna zastosowaé zaréwno SEC jak i wysokosprawng
chromatografie wykluczania (ang. High Performance Size Exclusion Chromatography, HPSEC). HPSEC
oznacza zastosowanie sprawniejszych kolumn o mniejszych ziarnach, o wielkosci okoto 5um. Ponizej
zobrazowane sg obydwa chromatogramy dla mieszanin standardowych. HPSEC umozliwia szybszg elucje
[32].

Wysokosprawna chromatografia wykluczania znalazta zastosowanie do badania rozpadu trzech réznych
olejow po smazeniu: olej z oliwek, olej stonecznikowy oraz mieszaniny tych olejéw. Oceniano i poréwnywano
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je za pomocg pomiaru zawartosci frakcji polarnych oraz oligomeréw TAG. Podczas badania kazdy olej
stosowany byt 10 krotnie. Po kazdym uzyciu uzupetniany nowym, ale nie wylewany. Za pomocg SEC
zanalizowano zawarto§¢ TAG w wydzielonej wczeéniej polarnej frakcji. Zawartosé oligomeréw TAG w
polarnej frakcji obliczono jako sume polimerédw o niskiej M, i dimerow TAG. Najmniejszg zawartosé
posiadata oliwa z oliwek, jednak ze wzgledu na cene i nienajgorsze wyniki dopuszcza sie stosowanie
mieszaniny olei [33].

e Oznaczanie ,grupowe” — MAG/DAG/TAG/WKT w ttuszczach

Chromatografia wykluczania posiada zastosowanie w badaniu sktadu tluszczow. Wynik oznaczania
informuje o zawartosci poszczeg6lnych grup zwigzkédw chemicznych w badanym materiale. Tluszcze to estry
glicerolu i kwaséw ttuszczowych. Glicerol moze tworzy¢ estry z jedng, dwiema i trzema czgsteczkami kwasu
ttuszczowego. Powstajg wtedy: monoacyloglicerole (MAG), diacyloglicerole (DAG), triacyloglicerole (TAG).
Zawarto$¢ wymienionych zwigzkéw oraz wolnych kwasoéw ttuszczowych (WKT) w tuszczu, analizowanym za
pomoca techniki SEC w warunkach hydrofobowych, okresla jego skiad grupowy.

Podczas obrobki termicznej ttuszczow zachodzg przemiany oksydatywne i oksydatywno-termiczne,
ktore powodujg powstawanie wielu zwigzkow. Powstajg zwigzki takie jak polimery, dimery, utlenione TAG,
WKT, DAG oraz MAG. Metoda wysokosprawnej chromatografii wykluczania pozwala na ich rozdzielenie,
poniewaz roznig sie masg czasteczkowg. Aby zidentyfikowaé grupy zwigzkéw powstajace w ttuszczach np.
po smazeniu stosuje sie nastepujgce warunki: kolumny wypetnione usieciowanym kopolimerem styrenu i
DVB, detektor refraktometryczny. Rozdzielenie odbywa sie w warunkach niewodnych z zastosowaniem THF
jako eluentu z dodatkiem utleniacza - BHT. Wykonuje sie krzywe kalibracyjne z zastosowaniem jako wzorca
glikolu polipropylenowego o znanej masie. Krzywe te mozna wyznaczyé dla jednej kolumny i dla dwéch
kolumn potgczonych szeregowo. Na podstawie tych krzywych wyznacza sie masy czgsteczkowe zwigzkow
wystepujacych w ttuszczach smazalniczych oraz identyfikuje sie je. Tabela 2.4. obrazuje wyniki analizy
ttuszczoéw po smazeniu oraz poréwnuje dane uzyskane z uzyciem jednej i dwéch kolumn.

Tabela 4. Identyfikacja zwigzkéw obecnych w ttuszczu po smazeniu.
Table 4. Identyfication of compounds from lipid streams after frying.

Jedna kolumna Dwie kolumny
Zwigzek
Obliczona masa czgsteczkowa
4280 8740 — 2440 Polimery
1830 1740 dimery TAG
910 930 utlenione TAG
850 860 TAG (frakcja niepolarna)
630 650 DAG
320 370 MAG
220 280 Kwasy ttuszczowe

Zaleca sie stosowanie dwéch szeregowo pofgczonych kolumn. Pozwala to rozdzielié zwigzki
polimeryczne na 3 frakcje. Analizie najlepiej jest poddac¢ wyodrebnione wczesniej frakcje polarne. Umozliwia
to identyfikacje wszystkich grup zwigzkéw, ktére powstajg w tluszczach w czasie obrébki termicznej
poniewaz identyfikacji zwigzkoéw takich jak np. utlenione TAG, DAG (0 matej masie czasteczkowej zblizonej
do TAG) przeszkadza obecno$¢ TAG (frakcja niepolarna). Natomiast produkty polimeryzaciji identyfikowane
sg w prébach badanego oleju bezposrednio. Analize ilosciowg ttuszczédw poddanych np. smazeniu metoda
HPSEC prowadzi sie z zastosowaniem detektora refraktometrycznego. Niezbedna jest znajomos$¢, dla
wszystkich rodzajow zwigzkoéw wystepujgcych w danych ttuszczach, wielkosci sygnatéw przypadajgcych na
jednostke masy. Wyniki analizy iloSciowej wykazujg, ze rdézne zwiazki, kiére sg obecne we frakcjach
polarnych dajg sygnaty zblizone do TAG z ktérych powstaty. Umozliwia to ilosciowe oznaczenie
poszczegblnych grup zwigzkow, ktére znajdujg sie w ttuszczach poddanych dziataniu wysokich temperatur
[37].

SEC umozliwia okre$lanie struktury makroczasteczek, np. rozgatezienia. Rozgatezienie
dtugotancuchowe jest znanym zjawiskiem strukturalnym polietylenu, ktérego charakterystyka ma znaczenie,
poniewaz wplywa na wiele wtasciwosci tego polimeru. Oznaczanie rozgatezienia mozna przeprowadzié przy
uzyciu chromatografii zelowej z detektorem lepko$ciowym i MALLSD (w celu okre$lenia promienia
bezwtadnosci). Podstawa sposobu okreslenia rozgatezienia jest uzycie polidyspersyjnych liniowych probek
odniesienia, do poréwnania z rozgatezionymi polimerami. Rozgateziony polimer jest bardziej zwarty, niz
polimer liniowy dla danej masy czgsteczkowej. W rezultacie rozgatezione czgsteczki majg mniejszg objetosc
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hydrodynamiczng, mniejszy promien bezwtadnosci i nizszg lepkos$¢. Zatem stopien rozgatezienia mozna
wyznaczyé z réznicy w lepkosci granicznej (oznaczonej metodg SEC-VIS) lub w promieniu bezwtadno$ci
(okre$lanego za pomocg SEC-MALLS). Poréwnuje sie rozgateziony polimer z analogiczng probkag
prostoliniowg [42].

W warunkach wodnych dokonuje sie gtownie analizy biatek i peptydow, kwasoéw nukleinowych,
hormonéw, toksyn, witamin, niektérych sacharydéw. SEC jest technikg szeroko stosowang do
szczegOtowego charakteryzowania biatek terapeutycznych oraz stuzy do oceny ilosciowej i jakosciowej
agregatow. tagodne warunki fazy ruchomej zezwalajg na charakterystyke biatek przy minimalnym wplywie
na struktury konformacyjne i $rodowisko lokalne. W celu poprawy rozdzielania miedzy biatkiem, a
agregatami dostosowuje sie rozne parametry prowadzenia analizy. Przede wszystkim dobierana jest
odpowiednia wielko$¢ porow. Dobér wielkosci poréw zalezy od wielkosci (masy czgsteczkowej) biatka i jego
sktadnikéw, ktore majg byC rozdzielone. Dla scharakteryzowania mieszaniny biatek, stosowane sg typowe
wielkosci porow pomiedzy 150 i 500A. Dla biatek terapeutycznych (o M, okoto 15-80 kDa) stosuje sie
wielko$¢ porow 150-200 A. Wielko$¢ porow 200-300 A jest zwykle stosowana dla mAb (przeciwciata
monoklonalne - M,, okoto 50 kDa). W przypadku bardzo duzych biatek (M,,> 200 kDa) pory o wielkosci 500-
1000 A oferujg najlepszg selektywno$¢. Do analizy biatek, peptydow i zwigzkow pokrewnych najczesciej
stosuje sie detektory UV. Niedawno Latypov wykazat imponujgcy sposéb, ktéry ukazuje jak odréznié
rekombinowane ludzkie przeciwciata monoklonalne 1gG1 i IgG2. Ze wzgledu na ich sktonno$¢ do tworzenia
agregatow byty poddawane odwirowywaniu. Nienaruszone przeciwciata monoklonalne byty oddzielone od
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych agregatéw metodg chromatografii wykluczania [34, 35].

W warunkach hydrofilowych oczyszczanie probek za pomocg metody chromatografii wykluczania ma
zastosowanie nie tylko w przypadku materiatéw biologicznych. Substancje pomocnicze w lekach to
substancje nieaktywne farmakologicznie, stosowane gtéwnie jako nosnik. Znaczna zawarto$¢ (30-80%
substancji  statej) takich  substancji polimerowych  to  celuloza, hydroksypropyloceluloza,
hydroksypropylometyloceluloza, octan celulozy, bursztynian hydroksypropylometylocelulozy. Sg to zwigzki o
bardzo duzej masie czgsteczkowej, ktérych zawarto$¢ najdokfadniej mozna oznaczyé metodg SEC w
potgczeniu z detekcja IR, stosujac jako eluent wode z dodatkiem 1,5% DMF [36].

Réwniez na zasadzie wickszej i mniejszej masy molowej dwoch komponentéw, mozna oznaczy¢
skfadnik o niskiej masie molowej od polimeru. Przyktadem moze by¢ oczyszczanie poliwinylopirolidonu (ang.
Polyvinylpyrrolidone, PVP) z etanolu z zastosowaniem Sephadexu jako faza stacjonarna.

Wykorzystanie SEC do frakcjonowania i preparatyki.

W przypadku techniki preparatywnej stosuje sie urzgdzenia réznigce sie konstrukcjg od stosowanych
do SEC w warunkach analitycznych. Podczas rozdzielania preparatywnego dozuje sie duze objetosci i
zwieksza stezenie prébki, aby osiggngé wysokg wydajnos¢ probki. Jednak objeto$¢é dozowania ma swoje
ograniczenia, wielko$é, ktérej nie moze przekraczaé. Rozdzielanie preparatywne polega na uzyskiwaniu
frakcji np. polimeréw, biopolimeréw. Czesto wyizolowang frakcje, o okreSlonym zakresie masy
czasteczkowej poddaje sie dalszej analizie stosujgc inne metody analityczne/chromatograficzne. Wydzielone
za pomocg preparatywnej techniki SEC niskoczagsteczkowe frakcje z zywnosci, gleb, produktéw naftowych
poddawane sg analizie na zawarto$é niskoczgsteczkowych zanieczyszczen. Frakcjonowanie za pomocg
chromatografii zelowej asfaltow i sktadnikdéw asfaltu jest tak samo skuteczne jak przypadku precypitacii ich z
rozpuszczalnikiem [38].

W ukfadach biologicznych zastosowanie SEC opiera sie gtéwnie na oczyszczaniu substancji od
domieszek stosujac uprzednio frakcjonowanie w warunkach preparatywnych. Technika ta umozliwia rowniez
odsalanie biatek. Rozdzielanie materiatéw biologicznych prowadzone jest w warunkach wodnych. Jednym z
rodzaju rozdzielanych biatek sg sktadniki krwi. Zelem stosowanym zazwyczaj do rozdzielania biatek
wchodzgcych w skfad osocza krwi jest Sephadex G-200. Czesto do oczyszczania stosuje sie tgczenie
metody chromatografii zelowej z innymi metodami analitycznymi. Przyktadem moze byé oczyszczanie
kininogenu z osocza krwi cziowieka. Wyodrebnia sie forme matoczgsteczkowg, ktéra spemia funkcje
fizjologiczng w procesach zapalnych. W organizmie ludzkim wystepujg réwniez formy wielkoczgsteczkowe,
petmigce inne funkcje. Pierwsze oczyszczanie sktadato sie z 9 etapéw, poza chromatografig wykluczania
wykorzystano chromatografie jonowymienng [39]. SEC w warunkach wodnych umozliwia badanie
skfadnikéw krwi ryb i innych zwierzat. Duze znaczenie chromatografia zelowa ma podczas oczyszczania
enzyméw. Wyr6zni€é mozna oczyszczanie skiadnikbédw celulozy- karboksymetyloceluloze i awiceluloze,
oczyszczanie ureazy z prochnicy. lzolacja wielu enzyméw nie odbywa sie wylgcznie z zastosowaniem
techniki SEC, ale jest ona nieodfgcznym elementem, gdyz zwicksza ona czysto$¢ wyizolowanych substanciji.
Chromatografia wykluczania stuzy réwniez do charakterystyki innych biatek jak np. wirusy biatkowe. Po
wydzieleniu biatek lub peptyddéw, pochodzgcych z wirusa, okresla sie ich mase. Ré6znica mas (dwa skfadniki
o réznej masie) wystepuje rowniez w przypadku biatek jakimi sg toksyny (pochodzgce z grzybdéw, jadu
wezow). Skitadniki o réznych masach wykazujg czesto rézne wtasciwosci. Stosujgc do chromatografii w
warunkach wodnych zele sztywne o duzych porach mozna oczyszczaé wirusy, unikajgc zjawiska adsorpcji.
Przyktadem moze by¢ oczyszczanie wirusa mozaiki tytoniowej z wyciggu zakazonych lisci tytoniowych. W
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tym przypadku zaobserwowano, ze wirus jest izolowany, od innych rozpuszczalnych substancji znajdujacych
sie w roslinie, poniewaz jest wymywany w objetosci martwej kolumny. SEC w tych warunkach (liofilowych) w
uktadach biologicznych wykorzystywana jest rowniez do rozdzielania sacharydow np. z krowiej protrombiny.
Mozna uzyskiwa¢ oczyszczone hormony, witaminy i toksyny izolowane z organizmow roslinnych i
zwierzecych stosujgc zazwyczaj jako faze stacjonarng Sephadex. Tego rodzaju faza stacjonarna umozliwia
takze badanie i wydzielanie antybiotykéw. SEC znajduje zastosowanie takze w przemys$le spozywczym,
umozliwia m.in. rozdzielanie barwnikoéw syntetycznych z sokow [18,40].

Dodatkowe zasfosowania.

Kolumny stosowane do odsalania w warunkach SEC sg wykorzystywane nie tylko w celu usuniecia
zanieczyszczen o matej masie czasteczkowej takich jak sol. Wykorzystuje sie je takze w celu wymiany
buforu przed i po zastosowaniu do réznych technik chromatograficznych oraz do szybkiego usuwania
reagentow po zakonczonej reakcji miedzy wysokoczgsteczkowymi i niskoczgsteczkowymi reagentami. W ten
sposéb mozna usuwaé fenol z cieczy przed wykonaniem rozdzielania w warunkach chromatografii
jonowymiennej lub usuwac niezarejestrowane nukleotydy podczas sekwencjonowania, produkty i inhibitory
enzyméw oraz nieprzereagowane radioaktywne dodatki np. z reakcji znakowania kwaséw nukleinowych
przed przygotowaniem kwasu nukleinowego [41].

Sterylizacja jest podstawowym elementem procesu tworzenia polimeréw stosowanych w medycynie.
Jednak, techniki sterylizacji mogg mie¢ destrukcyjny wptyw na podstawowe cechy polimeréw i wywotywac
rozerwanie tancucha, rozerwanie wigzania i zmiany w masie czasteczkowej. W przypadku polimeréw, ktére
stosowane sg do materiatbw umozliwiajgcych czasowe uwalnianie leku, wptyw sterylizacji musi by¢ starannie
monitorowany. Zmiany w strukturze polimeru moga w zasadniczy sposéb wptyngé na wydajnosé i dziatanie
danego leku. Chromatografia wykluczania z tradycyjng pojedynczg detekcja ma w tym przypadku
ograniczone zastosowanie. Nie umozliwia niezbednej, zaawansowanej analizy strukturalnej. Problem ten
mozna rozwigzaé poprzez zastosowanie w SEC potgczenia kilku technik detekcji: MALLSD,
refraktometrycznej i detektora lepko$ciowego. Uzyskane wyniki umozliwiajg iloSciowg analize destrukcji
polimeru uzywanego w celach medycznych pod wplywem sterylizacji i umozliwiaja rozwéj skutecznych
metod przygotowania danego polimeru [42-43].

Nowatorskim rozwigzaniem jest zastosowanie chromatografii wykluczania do wyznaczania rozkfadu
temperatury destylacji z zastosowaniem metody destylacji symulowanej (SIMDIS). W tym rozwigzaniu
zastosowano standardowe kolumny SDVB oraz tetrahydrofuran jako eluent [44].

Porady przy stosowaniu GPC w analityce technicznej.

Chromatografia wykluczania nastrecza pewnych trudnoéci, a takze posiada istotne ograniczenia. Aby
otrzymac wiarygodne wyniki warto zastosowaé sie do szeregu ,dobrych praktyk” stosowania SEC. Badanie
nalezy rozpocza¢ od poprawnie przygotowanej probki. Badana probka musi by¢ rozpuszczona. Nie zaleca
sie zastosowania w tym celu ultradzwiekéw lub mieszadta magnetycznego, poniewaz moze nastgpié
degradacja prébki i rozrywanie tancucha. Dlatego, nalezy cierpliwie poczekaé, az probka rozpusci sie,
rozpuszczajac pojedyncze fancuchy. Jesli proces rozpuszczania trwa kilka dni lub tygodni stosuje sie
stabilizowany rozpuszczalnik. W niektérych przypadkach zaleca sie przechowywanie pojemnika z
rozpuszczang prébkg w ciemnym otoczeniu/pomieszczeniu. W razie potrzeby, mozna zastosowaé delikatne
mieszanie do uzyskania jednorodnego roztworu. W przypadku roztworéw zawierajgcych zele lub czgstki,
filtruje sie je przez filtr membranowy o $rednicy poréw réwnej lub mniejszej od 0,45um. W przypadku probek
o duzych masach czgsteczkowych, filtr musi posiadaé odpowiednig $rednice poréw, aby unikngé degradacji
analizowanej substancji. Jednakze, nawet jezeli czgsteczki sg catkowicie rozpuszczone, to nie gwarantuje to
odpowiedniej charakterystyki. Sktadniki mogg by¢ zatrzymywane w kolumnie z powodu niepozgdanych
oddziatywan miedzy faza stacjonarng, a prébkg lub czesciowo usuniete podczas filtrowania. Dlatego zaleca
sie monitorowanie i mierzenie odzysku prébek. Najprostszym sposobem na sprawdzenie odzysku prébki jest
pomiar powierzchni piku z i bez wypetnienia kolumny, zachowujgc niezmiennie pozostate warunki. W celu
pomiaru trzykrotnie wstrzykuje sie $lepa probe oraz badang prébke zaczynajgc od badania bez wypetnienia
kolumny [45].

Dla prébek o duzej masie zaleca sie przygotowanie nizszych stezeh niz przy analizie zwigzkow
matoczgsteczkowych. Czasteczki o wysokiej masie czasteczkowej potrzebujg miejsca do zajmowania ich
hydrodynamicznych objetosci bez ingerencji z innymi. Tabela 4. podsumowuje zalecane stezenia prébki na
podstawie masy molowej. Zalecenia te sg dla prébek o wgskim rozktadzie mas czasteczkowych- o niskiej
polidyspersyjnoéci. Dla prébek o duzej polidyspersyjnosci wyzsze stezenia sg mozliwe.
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Tabela 5. Zalecane stezenia probki na podstawie masy molowej [46].
Table 5. Optimal concentration of samples depending on molecular mass.

Masa czgsteczkowa [g/mol] Stezenie

100-10000 2 mg/mL (0.2%)
1000-1000000 1-2 mg/mL (0.1-0.2%)
>1000000 0.5 mg/mL lub mniej (0.05%)

Dla probek ktore osiggajg mase kilku milionow Daltonow rozwaza sie dodatkowe elementy doswiadczalne.
Wazne jest dostosowanie natezenia przeptywu fazy ruchomej. Zwiekszenie objetosci przeptywu moze
przyspieszy¢ analize w warunkach SEC jednak dla zwigzkéw o duzej masie moze mie¢ niekorzystny wptyw
na wynik. Polimery wykazujg poszerzanie ksztattu piku po uruchomieniu elucji w zbyt wysokiej predkosci
przeptywu, poniewaz majg bardzo niskie wspdtczynniki dyfuzji. Zmniejszenie szybkosci przeptywu do np.
0,25 ml/min lub mniejszej spowoduje otrzymanie bardziej realistycznych ksztattéw pikéw dla probek o duzej
masie.

W celu poprawy analizy metodg SEC mozna takze ograniczy¢ czas rozdzielania oraz ilo$¢ uzytego
eluentu poprzez zastosowanie krétszych kolumn, ale z tg samg $rednicg wewnetrzng. Niestety, w wyniku
takiego postepowania zmniejsza sie rozdzielczo$é, a za nig doktadnosé i precyzja wyznaczenia masy
czgsteczkowej. Na szybko$¢ rozdzielania ma takze wplyw dopasowanie wymiaréw kolumny do czasu
przeptywu. Tabela 5. przedstawia optymalne dopasowanie $rednicy wewnetrznej kolumny do predkosci
liniowej i stosowanego przeptywu. Stosujac kolumny o duzej Srednicy w potaczeniu z duzg predkoscig
przeptywu mozna osiggna¢ duzg doktadnosé wyniku. Wewnetrzna $rednica kolumny moze byé w tym
przypadku tym wieksza, im krétsza jest kolumna [47].

Tabela 6. Predkos¢ liniowa i zalecana objeto$é przeptywu dla typowych wymiaréw kolumn stosowanych w

SEC [47].
Table 6. Optimal linear velocity and volumetric flow for typical dimensions of SEC columns
Rodzaj SEC Srednica  wewnetrzna | Predko$é liniowa [ ObjetoSciowe natezenie
kolumny [mm] [em/min] przeptywu [ml/min]
Analityczna 7,5-8 2 0,51
Preparatywna 20 2 3-10

4. Podsumowanie
(Summary)

Mechanizm rozdzielania w SEC jest stosunkowo prosty, jesli wyeliminuje sie oddziatywania sorpcyjne
miedzy fazg stacjonarng, a fazg ruchomg. Opiera sie na zasadzie przeptywu czgsteczek, substancji
rozpuszczonej w eluencie, o réznej wielkosci i masie oraz ,sgczeniu” ich przez porowate wypetnienia
kolumny. Rozdzielane czasteczki wymywane sg w zaleznosci od wielkoSci - im mniejsze tym diuzej mogg
przebywaé wewnatrz poréw. Rozdzielanie moze nastepowaé w dwoch rodzajach warunkéw — liofilowych (z
zastosowaniem organicznych eluentéw) i hydrofilowych (z zastosowaniem wodnych eluentéw wraz z
dodatkami).

Chromatografie wykluczania charakteryzuje szeroki zakres zastosowan. Odpowiednio dobrane
warunki rozdzielania, tzn. faza stacjonarna, faza ruchoma oraz dodatki, wplywajg na efektywnosé
rozdzielania. SEC poza zastosowaniem w analityce, charakteryzuje sie szerokim wykorzystaniem w
frakcjonowaniu i przygotowywaniu zwigzkéw do dalszej analizy, w szczeg6lnosci substancji pochodzenia
biologicznego.
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