Centrifugal Partition Chromatography, CPC,
Odsrodkowa Chromatografia Podziatowa

Idea, konstrukcja i zasada dziatania oraz tryby pracy.

Idea
Tradycyjna chromatografia ciecz-ciato state posiada szereg ograniczen. Tymi ograniczeniami w
przypadku preparatywnego HPLC (kolumna wielokrotnego uzytku) sa:

1. Koniecznos¢ zakupu kolumny chromatograficznej i jej dostepnos$é na rynku,
Koniecznosc jej ochrony poprzez wstepne przetwarzanie preparatu i kupowanie eluentow o
klasie czystosci wyzszej od analitycznej,

3. Nieodwracalna adsorpcja na powierzchni ztoza (utrata preparatu) i koniecznos¢ wysycania
kolumny do rutynowej pracy,

4. Maksymalne ilosci naktadanej prébki (preparatu) nie moga by¢ zbyt duze, gdyz jestesmy
limitowani powierzchnig ztoza (lub objetoscig ograniczang jego porami).

Chromatografia pomiedzy dwiema cieczami pozwala tych problemoéw unikngé, chociaz mogg pojawié
sie i inne: jak unieruchomic jedng ciecz wzgledem drugiej i uzyskac poétki (teoretyczne) rozdzielania?

Chromatografia przeciwpradowa (countercurrent chromatography, CCC) jest zbiorem technik
bazujacych na idei chromatografii pomiedzy dwiema cieczami. Ten ,,przeciwprad” w nazwie jest tu z
pewnych wzgleddow historycznych, ale tez dlatego, ze kazda z obu faz moze by¢ ruchoma lub
stacjonarna — wybor zalezy od nas. Sama kolumna chromatograficzna tworzy sie w specjalnych
urzadzeniach, bedacych dzisiaj na ogot specjalnymi wirdwkami przeptywowymi, gdzie ciecze sg
zmuszane do tego, aby dawaty proces chromatograficzny (czyli aby uzyskaé zjawisko pétek
teoretycznych). ldea chromatografii przeciwpragdowej doczekata sie bardzo wielu technologicznych
realizacji (czyli konstrukcji urzadzen, w ktdérych tworzy sie kolumna). Wiekszosé z nich jest juz
historyczna, natomiast na rynku pozostaty (i odniosty pewien sukces) dwie konstrukcje urzadzen:
HSCCC (high-speed countercurrent chromatography), zwana tez konstrukcjg hydrodynamiczng, oraz

CPC (centrifugal partition chromatography, odsSrodkowa chromatografia podziatowa), zwana tez

konstrukcjg hydrostatyczna.

Niezaleznie od samej konstrukcji tworzacej kolumne, wszystkie te techniki bazujg na tych samych
fizycznych podstawach. Trzy najwazniejsze kryteria, ktére wskazuje raport IUPAC dotyczacy tej
techniki, to:

1. Wymagane sg dwie odrebne fazy (dwie odrebne, niemieszajace sie ciecze),
Faza wybrana przez uzytkownika jako stacjonarna powinna by¢ zatrzymana badz
spowolniona (ang. retained) w urzadzeniu formujgcym kolumne,

3. Interesujace nas substancje w prébce (preparacie) powinny sie rozdzielac (dzieli¢) pomiedzy
te dwie wybrane fazy (ciecze).



Jezeli spetniamy powyisze kryteria, mozemy przystgpi¢ do pracy chromatograficznej na urzadzeniu.
Podstawowe tryby pracy zostang omowione dalej, natomiast przyjrzyjmy sie teraz kryterium
trzeciemu. Interesujgce nas substancje powinny sie dzieli¢ pomiedzy dwie niemieszajgce sie ciecze,
ale nie w byle jaki sposdb. Idealny wspodtczynnik podziatu Nernsta powinien wahaé sie pomiedzy 0,5 a
3. Jest to zwigzane z tym, ze urzadzenia tego typu sg w stanie najlepiej rozdzieli¢ substancje, ktore
posiadajg réozne wspodtczynniki podziatu Nernsta z tego wtasnie przedziatu.

H Ko»>1
o ot g [l

Heaviest phase : & Ko< 1 low

mobile phas?\

Sktadniki eluuja sie w zaleznosci od powinowactwa do faz. Te, ktére majg wyzsze powinowactwo do
fazy ruchomej, eluujg szybciej. Wspdtczynnik podziatu Nernsta jest zatem wyznacznikiem wzglednego
powinowactwa sktadnika do obu faz. Oznacza to, ze znajgc wspdtczynnik podziatu, w niektérych,
bardzo stabilnych uktadach (jak np. w CPC) mozna obliczy¢ czas elucji na podstawie prostego
rownania Martina i Sygnego: Ve=Vm+K*Vs, gdzie Ve to objetos¢ elucji, Vm to objetos¢ fazy ruchomej
w kolumnie, Vs objetos¢ fazy stacjonarnej w kolumnie, natomiast K jest wspdtczynnikiem podziatu
Nernsta lub jego odwrotnoscia, zaleznie od tego, ktdra z faz jest ruchoma (dla ciezszej fazy ruchomej
stata przyjmuje wartos¢ wspoétczynnika podziatu Nernsta). Takie proste obliczenie objetosci elucji jest
mozliwe tylko wtedy jezeli faza stacjonarna fest faktycznie unieruchomiona na kolumnie, a nie tylko
spowolniona oraz jezeli sie nie wyptukuje, przy czym duzo tatwiej te warunki spetni¢ w konstrukcji
hydrostatycznej (CPC).

Konstrukcja i zasada dziatania

Centrifugal Partition Chromatography, CPC ttumaczy sie na jezyk polski jako odsrodkowa
chromatografia podziatowa. Jest to technologiczny wariant chromatografii przeciwpradowej, czyli
chromatografii pomiedzy dwie niemieszajgce sie ciecze.

Kolumna jest tutaj formowana w prostej wirdwce (jednoosiowej, czyli zwyktej). Fazy (najpierw ztoze,
pozniej eluent) sg pompowane z nieruchomych elementdéw do ruchomego rotora poprzez uszczelki
rotacyjne. Rotor posiada ukryte w sSrodku elementy rozdzielajgce — takie mate ,rozdzielaczyki” (ang.
cells — obecnie czesciej lub channels —dawniej, ale tez w uznawanych podrecznikach) oraz elementy
doprowadzajgce fazy do tych ,rozdzielaczykow”, ktére sg takimi malutkimi , kanalikami” (ang. ducts),
tak jak to widaé na rysunku ponizej:



Zeby rozdzielanie w tych ,rozdzielaczykach” nastepowato w sensownym czasie, caty proces
rozdzielania jest przyspieszony polem odsrodkowym:

Przyspieszenia odsrodkowe rzedu kilkuset g powodujg znaczne rdznice w ciezarze wtasciwym tych faz

nawet przy niewielkiej réznicy gestosci. Oznacza to, ze mozna tu stosowac przeptywy od kilku do
kilkudziesieciu ml/min (zaleznie od modelu), a fazy zostang nalezycie odseparowane.
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,Rozdzielaczyki” (cells, channels) i ,kanaliki” (ducts) s3 formowane za pomocg elektrowycinania w
metalowych dyskach, a kazdy z tych dyskdéw jest oddzielony jeden od drugiego za pomoca

teflonowego plastra, w ktérym w okreslonym miejscu jest otwor, aby ciecze mogty przeptywac z
jednego dysku do drugiego. W jednym rotorze jest kilkadziesigt takich metalowych dyskéw, co daje
okoto 2000 (zaleznie od modelu) ,rozdzielaczykéw”:

Tak skonstruowany rotor umieszcza sie w wiréwce, a ,kanaliki” i kapilary rotora faczy sie uszczelkami
rotacyjnymi z pozostajgcymi nieruchomo pozostatymi kapilarami urzadzenia. Tak skonstruowana
wiréwka, wewnatrz swojego rotora, formuje nam kolumne chromatograficzng z obu faz. Uznaje sie,
ze catkowita objetos¢ formowanej w ten sposdb kolumny chromatograficznej jest réwna
wewnetrznej objetosci rotora i jest wartoscig charakterystyczng dla modelu (egzemplarza).

Poza samym urzgdzeniem (wirdwka), w ktérym formowana jest kolumna chromatograficzna,
potrzebujemy jeszcze pozostate elementy, jakie posiada chromatograf cieczowy. Sg to mianowicie
pompa chromatograficzna, jakis uktad wprowadzajgcy prébke (preparat) do urzadzenia (na ogdt
zawor petlowy), detektor, rejestrator (komputer) i uktad sterowania, warto tez mie¢ kolektor frakc;ji.
Do tego celu wykorzystuje sie tradycyjne aparaty na rynku, zazwyczaj z systemoéw HPLC (lub MPLC).
Bardzo czesto tego typu wiréwki podtgczane sg do gotowych chromatograféw preparatywnych
zamiast tradycyjnej kolumny. Jest jednak jeszcze jeden element, ktéry tutaj jest obowigzkowy, a w
HPLC jedynie opcjonalny — zawdr czteroportowy, do ktérego podtgczone sg korice kolumny/rotora.
To dzieki niemu wybieramy, czy chcemy unieruchomic faze lzejszg, czy ciezszg, gdyz to pozycja tego
zaworu decyduje, ktdérg strong (,gérnym”, czy ,dolnym” , kanalikiem”) doprowadzimy fazy do
,rozdzielaczyka”. Nazywany jest on tutaj zaworem ASC/DSC lub zaworem przerzutowym trybdw.

Tryby pracy
Tryby pracy mozemy je podzieli¢ na:

1. Tryby ze wzgledu na wybér fazy ruchomej (ciezsza, czy lzejsza),
2. Tryby ze wzgledu na sposéb prowadzenia elucji,
3. Tryby ze wzgledu na specyficzne domieszkowanie

Tryby ze wzgledu na wybor fazy ruchomej (ciezsza czy lzejsza?)

Dwa podstawowe tryby pracy to tryby zalezne od tego, ktdrg faze chcemy miec za faze stacjonarna.
S3 to tryby wstepujacy (ang. ascending, ASC), gdy ruchoma jest faza lzejsza i zstepujacy (ang.
descending, DSC), gdy ruchoma jest faza ciezsza. Ten wybér trybu pracy powinien by¢ podyktowany
tylko wygoda oczyszczania, mianowicie dgzymy do tego, aby maksymalnie duzo zanieczyszczen (ktore



mogtyby nam ,smuzy¢” z czota) unieruchomic¢ w kolumnie, aby méc je pdzniej usungc podczas
oprdzniania rotora. Wybdr dokonujemy za pomoca zaworu ASC/DSC (zawor przerzutowy trybow).
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Trzeci tryb pracy ze wzgledu na wybdr fazy stacjonarnej (ciezszej lub Izejszej) jest trybem, ktory taczy
w sobie dwa poprzednie, jest tryb ,, dual-mode”. Polega on na tym, ze wybieramy najpierw ktéras faze
jako stacjonarng i prowadzimy elucje do poczatku piku. Nastepnie ,,zamieniamy miejscami” fazy
ruchoma i stacjonarng, czyli przekrecamy zawér ASC/DSC (zawdr przerzutowy trybow) i zaczynamy
pompowac te faze, ktéra do tego momentu byta naszg fazg stacjonarng, a od teraz jest naszg faza
ruchoma. | dalej prowadzimy juz elucje normalnie. Jezeli wykonujemy te operacje kilkakrotnie,
woéweczas nazywa sie to trybem ,multi-dual mode”. Na rysunku ponizej chromatogram uzyskany
metoda multi-dual mode, gdzie rozdzielane byty mesuageniny (bedgce kumarynami) z surowego
ekstraktu Mesua elegans.
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Uzyskiwane w ten sposdb rozdzielczosci chromatograficzne (choé przy mniejszej liczbie potek
teoretycznych niz preparatywne HPLC) sg jak najbardziej poréwnywalne z preparatywnym HPLC.
Ograniczenie jest takie, ze objetos¢ probki do multi-dual mode nie moze by¢ zbyt duza, aby
wystepowat istotny nadmiar objetosci rownowagowej dostepnej w kolumnie wzgledem
oczyszczanego preparatu, co jest tez czynnikiem determinujgcym rozdzielczo$é chromatograficzng w
technikach podziatowych. Multi-dual mode moze byé wykonywany z powodzeniem zaréwno na
systemach hydrodynamicznych, jak i hydrostatycznych, a bardzo wygodna opcjg jest tutaj
automatyzacja zaworu ASC/DSC, o ktdrg trzeba zadba¢ w momencie zamawiania sprzetu. Z racji
mozliwosci wykonania trybu dual mode oraz multi-dual mode nazwa chromatografii przeciwpragdowej



jest jak najbardziej uprawniona. To jest praca w prawdziwym przeciwpradzie cieczy. Tego ,triku” nie
mozna wykonac na tradycyjnym HPLC.

Tryby ze wzgledu na sposéb prowadzenia elucji
Podstawowym typem elucji jest elucja izokratyczna. Ten typ elucji to ok. 90% rozdzielan, przy czym w

publikacjach to troche mniejszy odsetek. Elucji izokratycznej nie trzeba nikomu ttumaczy¢, stosuje sie
ja wszedzie tam, gdzie nastawiamy sie na oczyszczanie pojedynczego sktadnika, dwéch sktadnikéw od
siebie oraz jednej grupy zwigzkdéw. Standardowa procedura, ktéra sie stosuje w przypadku rotora 250
ml wyglada jak w tabeli ponize;j:

Etap Czasw | Przeptyw Faza Faza Obroty

min:sek w stacjonarna | ruchoma | rotoraw
ml/min w % w % RPM

Napetnianie — w nastepnym kroku 0 30 100 0 500

oczyszczania etap ten pomija sie ze

wzgledu na ekstruzje

Koniec etapu napetniania 12:00 30 100 0 500

Réwnowazenie 12:03 8 0 100 1600

Koniec etapu réwnowazenia 30:00 8 0 100 1600

Nastrzyk — mozna tu zastosowac np. n.d. n.d. n.d. n.d. 1600

»Wyzerowanie czasu” na osi odcietych

- wygodne

Elucja 0 8 0 100 1600

Koniec etapu elucji 40:00 8 0 100 1600

Ekstruzja 40:03 30 100 0 500

Koniec etapu ekstruzji 52:00 30 100 0 500

W przypadku tradycyjnej elucji izokratycznej, na poczatku dokonuje sie elucji fazg ruchomg, a po
jakims$ czasie dokonuje sie wypierania zuzytej fazy stacjonarnej nowg fazg stacjonarng (tzw. ekstruzja,
z ang. extrusion). Poniewaz ze wzgledu na matryce stara faza stacjonarna ulega zuzyciu, nalezy jg
zastgpic¢ nowg fazg stacjonarng (przed nastepnym nastrzykiem), a starg usungé. Etap ten, zwany
ekstruzjg, jest etapem odrdzniajgcym go od HPLC (nie ma go w HPLC). Po zakonczeniu ekstruzji rotor
jest wypetniony nowag, czystg fazg stacjonarng, co oznacza, ze etap napetniania nastepnie mozna
poming¢, jezeli za chwile ponownie mamy zamiar oczyszczaé w ten sposob.

Elucja typu elution-extrusion. Jest to typ elucji izokratycznej, gdzie na poczatku dokonuje sie elucji

fazg ruchomga, a po jakims czasie (jeszcze bez wyeluowania sktadnikow preparatu) dokonuje sie
ekstruzji. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze ze wzgledu na konstrukcje aparatu, istnieje ukryty profil
stezeniowy (profil chromatograficzny) w fazie stacjonarnej. Dokonujac ekstruzji, dokonujemy wiec
obserwacji chromatogramu i kolekcjonujemy interesujgce nas frakcje. Jest to typ elucji, ktory Smiato
mozna nazwacé , 0szczednosciowym”, gdyz, jezeli jest mozliwosc jej stosowania, znakomicie skraca
procedure, dzieki czemu oszczedzamy czas i rozpuszczalniki.

Innymi oszczednosciowymi , trikami” ze wzgledu na elucje jest pomijanie etapu réwnowazenia, badz
tez elucja typu elution extrusion dual mode, ktdra wypiera nam zaraz rozseparowane czoto chwile po
nastrzyknieciu. Niepolecane sg one jednak dla poczatkujgcych uzytkownikéw i mozliwe jest takie
skrocenie tylko przy sprawdzonych metodykach.

Elucja gradientowa jest prowadzona rzadko. Jest ona stosowana do surowych ekstraktéw na tzw.

screening oraz w badaniach metabolomicznych. Wazng zaletg chromatografii przeciwpradowej w




tego typu badaniach jest fakt, ze nie mamy tu nieodwracalnej adsorpcji na ztozu, nie niszczymy
kolumny, wiec mozna natozyé prébki o réznym spektrum np. hydrofobowosci (najczesciej), co daje
dobrze publikowalne wyniki. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze z reguty gradienty powinny by¢ nisko
pochylone, przebiegi takie powinny trwac kilka godzin, a koriczg sie znacznym wyptukaniem fazy
stacjonarnej, nierzadko catkowitym — jedyny plus to taki, ze rotor po procedurze jest wyczyszczony.
Niemniej jednak wyptukiwanie fazy stacjonarnej ma duzy niekorzystny wptyw na rozdzielczosci
chromatograficzne. Jednym z takich stabilniejszych uktadéw jest woda-metanol-heptan, ktory jest
jednym z czesciej spotykanych uktadéw gradientowych w CCC (CPC). Inne przyktady uktadow, ktére
moga sie nadawac do pracy w gradiencie mozna znalezé w bogatej literaturze, w tym tez w
podreczniku prof. Alain Berthod ,, Countercurrent chromatography”, ktéry posiada catg tabele w
miare sprawdzonych dla uktadéw gradientowych.

Specyficzne tryby pracy ze wzgledu na domieszkowanie
Wiekszos¢ ze stosowanych uktadéw (wtasciwie wszystkie) mozna domieszkowa¢ modyfikatorami faz,
ktére mogg zmienia¢ wtasciwosci uktadu chromatograficznego. Zazwyczaj sg to uktady buforujace i

zmieniajace site jonowga, wymieniacze jonowe, migrujgce czesto do obu faz oraz tworzgce z

oczyszczanymi substancjami pary jonowe. Przyktadem jest system woda-butanol, ktéry moze stuzy¢
do oczyszczania peptydow, lecz jednak czesto wymaga on dostarczenia wymieniacza jonowego do
stworzenia pary jonowej. Przyktadem jest octan amonu, ktory najczesciej sie stosuje (i to w wysokim,
1 M stezeniu) jako dodatek do oczyszczania krétkich odcinkéw peptydow. Niekiedy lepsze rezultaty
sie otrzymuje stosujgc dodatek taki jak octan trietyloaminy lub chlorek trietyloaminy. Czesto
wymieniacz jonowy ma réwniez na celu utrzymanie pH w pewnej wartosci, czesto przesuwajac
rownowage jonowa oczyszczanego skfadnika tak, aby ograniczyé poszerzenie piku
chromatograficznego zwigzanego z réwnowagg jonowg. W systemie woda — butanol
(domieszkowanym wtasnie odpowiednio) oczyszczano czesto nawet duze peptydy o znaczeniu
farmaceutycznym, np. insuline wotowa.

Wsrdd ciekawych separacji z domieszkami sg separacje z tzw. pH-zone refinement (zwany takze pH-

zone refining). Jest to gradientowa procedura z uzyciem gradientu pH. Wtedy substancje w pikach
chromatograficznych, wykazujgce dziatanie buforujgce w swoistych oknach buforowania
doprowadzajg do powstania tzw. stref pH (ang. pH-zones). Przyktadem rozdzielania w takich
warunkach jest oczyszczanie niektérych alkaloidéw takze niektdorych antybiotykdw i innych
metabolitéw wtdrnych.

Systemy wodno-organiczne mozna wzbogaca¢ domieszkami chiralnymi, jak np. cyklodekstryny.
Mozna tez wzbogacac faze organiczng bardziej hydrofobowymi domieszkami chiralnymi systemy
wodno-organiczne i organiczno-organiczne. W innym swoim innym podreczniku, dotyczgcym tylko i
wyltacznie separacji chiralnych, prof. A. Berthod (,,Chiral Separations”) poswieca caty rozdziat pracy w
przeciwpradzie cieczy.



