Хроматографічні методи.
ТЕМА. Іонообмінна хроматографія.

Головний принцип іонообмінної хроматографії, адсорбційна ємність іонообмінників. Типи іонообмінників. Іонообмінними на базі целюлози, дектранові іонообмінними,  на базі ага рози. ДАЄ та КМ- іонообмінники. Титрування іонообмінників. Елюція препаратів з іонообмінників. Використання іонообіної хроматографії для розділення амінокислот, пептидів, білків.

КОНСПЕКТ ЛЕКЦІЙ   
Лекція №1. 
Принцип іонообмінної хроматографії

Принцип іонообмінної хроматографії полягає в тому, що заряджені молекули зворотно адсорбуються на іонообміннику, так що молекули можуть зв'язуватися і виділятися залежно від іонного складу середовища. Розділення на іонообмінниках зазвичай проводиться в дві стадії: спершу з'єднання, яке потрібно відокремлювати, зв'язується з іонообмінником в умовах утворення стабільного зв'язку, потім колонку промивають буфером з іншим значенням рН або з іншою іонною силою, внаслідок чого компоненти буфера конкурують із зв'язаною речовиною за зв'язуючий центр (рис.1)

Потік  розчинника
[image: image6.jpg]



Кульки заряджені
позитивно
Зв'язані молекули, заряджені негативно
Вільні молекули, заряджені позитивно
Рис.  Схематичне зображення розділення речовин методом іонообмінної хроматографії

Матриці

В іонообмінній хроматографії різні органічним і неорганічним походженням матеріали, котрі представляють собою твердий носій, хімічно сполучений із зарядженими групами, здатними зв'язувати іони за рахунок електростатичної взаємодії. Він здатний обмінювати ці іони на іони, що містяться у водному розчині. Іонообмінники використовуються в колоночній хроматографії для розділення молекул відповідно до їх заряду.

Іонообмінники зазвичай є тривимірною структурою (матриця), що містить ковалентно пов'язані з нею заряджені групи. Якщо групи заряджені негативно, вони обмінюватимуть позитивні, іони; в цьому випадку вони служать катіонообмінниками, або катіонітами. Якщо групи заряджені позитивно, вони обмінюватимуть негативні іони, в цьому випадку- це аніонообмінники, або аніоніти.

Однією з найважливіших характеристик іонообмінників є їхня обмін​на ємність, величина, яка показує максимальну кількість іонів, яку здатний зв'язати інообм1нник. Обмінна ємність визначається кількістю фіксованих іонів, від яких залежить заряд матриці. Це означає, що електричний заряд іонів у будь-якому місці і часі в іоніті має бути компенсований зарядом контріонів (іони, які компенсують заряд кар​каса іонообмінника). Для низькомолекулярних іонів обмінна ємність іонообмінника залежить від ступеня доступності всього об'єму пористої матриці для молекул, від співвідношення розмірів молекул речовини, а також від середньої відстані між іоногенними групами.
Для розділення біологічних сполук як матрицю застосовують целюлозу (волокнисту і мікрогранульовану), декстран (сефадекс G-25 та G-50) та  іонообмінники  на основі полістиролу, поліакрилату або поліметакрилату (смоли) (табл. 1).

Типи іонообмінних смол                          Таблиця 1..
	Назва
	Функціональні групи
	Матриця

	Аніонообмінники:
	
	

	КАЕ - сефадекс (QAE-Sephadex)
	Діетил -(2-оксипро -
піл)-аміноетильні
	Декстран

	ДЕАЕ-сефадекс (DЕАЕ- Sephadex)
	Диетиламіноетильні
	Декстран

	ДЕАЕ- целюлоза (ВЕАЕ-сеl1u1оsа)
	Диетиламіноетильні
	Целюлоза

	ПЕ1-целюлоза (РЕ1- сеl1u1оsа)
	Поліетиленімінні
	Целюлоза

	ПАБ-целюлоза (РАВ- сеl1u1оsа)
	n-Амінобензойні
	Целюлоза

	Катіонообмінники:
	
	

	СП-сефадекс (SP- Sephadex)
	Сульфопропільні
	Декстран

	КМ- сефадекс (СМ- Sephadex)
	Карбоксиметильні
	Декстран

	КМ-целюлоза (СМ - сеl1u1оsа)
	Карбоксиметильні
	Целюлоза

	Фосфоцелюлоза (Р-се1)
	Фосфатн1
	Целюлоза


Серед вищезгаданих іонообмінників залежно від сили полярних груп розрізняють сильні та слабкі. Сильними іонообмінниками є такі, в яких іоногенні групи залишаються іонізованими (зберігають незмінним свій заряд) майже в усьому діапазоні робочих значень рН (рН 3-11), при якому може проходити фракціонування біологічного матеріалу. 

Сильні катіоніти:

· S – SO3- -  сульфо
· SM – CH2SO3- – сульфометил
· SE – CH2H4SO3- – сульфоетил
· SP – CH3H6SO3- - сульфопропіл
· P- PO3-H- фосфо
Сильні аніоніти:

-TMAM- CH2N+(CH3)3 – 3-метиламінометил

-TEAE- CH2H4N+(CH2H5)3 –3-етиламіноетил

-CH2H4N+(CH2H5)2CH2CH(OH)CH3 – диетил-2-оксипропіламіноетил

До слабких іонообмінників відносять такі, в яких іоногенні групи виявляють здатність до іонізації в обмеженій зоні значень рН, а також до зменшення міцності сорбції речовин у межах цього діапазону (в області зміни сумарного заряду). Пояснюється це тим, що при тих значеннях рН, коли іонізація слабкого іонообмінника не досягне 100%, має місце динамічна рівновага заряджених і незаряджених станів , в якому беруть участь усі іоногенні групи обмінника. В цих умовах кожна з груп у будь-який момент часу нейтралізується і перестає утримувати навколо себе іон речовини. Приклади слабких катіонітів:

· СOO- -карбокси-
· CH2COO- -карбоксиметил
Слабкі аніоніти:
· AE – C2H4N+H3- аміноетил
· DEAE- C2H4N+H(C2H5)2 -диетиламіноетил
· PE- (C2H4N+H2)NC2H4N+H3 - поліетиленімін
· PAB- CH2C6H4N+H3 – параамінобензил
Іони, які компенсують заряд матриці, отримали назву -контріони. Статистичний розподіл контріонів різного типу між іонітом і розчином повинен був би привести при встановленні рівноваги до однакового співвідношення між активностями або концентраціями (для розбавлених розчинів) цих іонів в обох фазах. Проте насправді цього не спостерігається, унаслідок чого і виникає можливість шляхом іонного обміну практично повністю розділяти суміш іонів. Найважливішими причинами цього є наступні:

1. Сили електростатичної взаємодії між зарядженою матрицею іоніту і різними контріонами неоднакові. Істотний вплив робить величина заряду іону.
2. Окрім чисто електростатичних сил виявляються і інші сили взаємодії між іонами і навколишнім їх середовищем. У розчині і в іоніті вони можуть для іонів різного типу значно розрізнятися.
3. Контріони щодо крупних розмірів по чисто стеричним причинам можуть опинитися не здатними проникати крізь тонкі пори матриці, іоніту. Виникає так званий ситовий ефект.
Перераховані причини разом з іншими, що викликають переважне поглинання іонітом іонів певного типу, обумовлюють  найважливішу  властивість  іоніту — селективність.
Приклади контріонів (розташовані по силі взаємодії-від самого сильного до слабкого):
Аніони:
I->NO3->Br->CN->HSO3->Cl->HCO3->HCOO->CH3COO->OH->F-
Катіони:

Ag+>Cs+>K+ NH4+>Na+> H+> Li+>Ba2+>Ca2+>Mn2+>Mg2+
Разом з обміном іонами іоніт володіє здатністю набухати, поглинаючи розчинник, а також адсорбувати з розчину іони однакового заряду з матрицею. Такі іони називаються коіонами

 Вибір іонообмінника
В першу чергу слід вирішити, який іонообмінник потрібний для вирішення даного завдання — аніоніт або катіоніт. Якщо речовини, які повинні зв'язуватися на колонці, мають один заряд (або плюс, або мінус), вибір не складний. Проте багато речовин (наприклад, білки) несуть як негативний, так і позитивний заряд одночасно, і вибір того чи іншого іонообмінника для конкретного хроматографування визначається насамперед його загальною і реальною ємністю, а також пористістю та ситовим розміром часток. Для розділення низькомолекулярних сполук використовуються іоніти з невеликими розмірами пір (з високим ступенем зшивання), а для розділення макромолекул (білки, полінуклеотиди) — сорбенти з великими розмірами пір. Проте більшість іонообмінників, за винятком сефадексу, не виявляють помітну залежність між пористістю і молекулярною масою речовин, що підлягають розділенню. Особливо це стосується сорбентів на основі стиролу та дивінілбензолу.

Принциповою основою іонообмінної хроматографії є те, що спорідненість речовини до іонообмінника залежить від електричних властивостей його самого і відносної спорідненості інших заряджених речовин, що знаходяться в розчиннику. Отже, зв'язана речовина може бути елюювана за допомогою зміни рН до значення, що змінює заряд речовини, або додаванням конкуруючої речовини, одним з прикладів якого можуть служити солі. Оскільки різні речовини володіють різними електричними властивостями, умови виділення мінятимуться для кожного виду зв'язаних молекул. Загалом, для отримання хорошого розділення слід вибрати або безперервне елюювання в градієнті іонної сили, або ступінчасте (рН не використовують унаслідок трудності створення його без одночасного збільшення іонної сили). При хроматографії на аніонітах постійно підвищують або рН і іонну силу, або тільки іонну силу елюанта. Хроматографію ж на катіонітах проводять як в градієнті рН, так і в градієнті іонної сили буферу. 

Іонообмінна хроматографія характеризується такою величиною як константа рівноваги, яка в даному випадку називається константою іонного обміну. Ії фізичний полягає в тому, що вона дозволяє дати кількісну характеристику здатності іоніту до обміну з тими або іншими іонами розчину, тобто виражає переважну сорбцію одного з двох іонів, що обмінюються. Тому константа іонного обміну може бути названа коефіцієнтом селективності. Разом з цим коефіцієнтом для кількісної характеристики іонітів користуються коефіцієнтом розподілу, який характеризує ступінь витягання іонітом розчиненого іона.

Вибір рН, буферів і іонних умов
Оскільки буфери самі по собі складаються з іонів, вони також беруть участь в іонному обміні, внаслідок чого рівновага рН може змінюватися. Для вирішення цієї проблеми прийнято правило: катіонні буфери використовуються з аніонітами, а аніонні буфери — з катіонітами. Оскільки зв’язування залежить від іонної сили, вибраний буфер повинен мати велику буферну ємкість, але при цьому іонна сила не повинна бути дуже високою. Більш того, для поліпшення дозволи прийнято, використовувати  іонні умови, близькі до тих, які були в зразку при нанесенні його на колонку (так звані стартові умови).

Методи проведення хроматографії

На сухому носії

Цей метод вимагає найменшого устаткування але дуже трудомісткий. Необхідно дати гелю висохнути, та нанести досліджуємий зразок піпеткою на поверхню гелю. Коли весь зразок увійшов в колонку, її вершина заповнюється певною кількістю стартового буфера і сполучається для вимивання. Недоліками цього метода є те, що нерівності поверхні гелю приводять до нерівномірної елюції зразку.

Під елюентом

Коли елюєнт знаходиться на невеликій відстані від поверхні гелю за допомогою шприца потроху вводять досліджуємий зразок. Треба зауважити, що зразок повинен бути щільніше, ніж елюент. Якщо необхідно, то можна доповнити його щільнішою речовиною, наприклад, глюкозою.

Приклад з адаптером

Цей метод є найзручнішим і особливо, коли колонки використовуються часто.

Метод шприца (рис. 2). Спеціальні клапани можуть використовуватися як утримувачі шприца, через який відбувається додаток маленьких порцій зразка.
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Рис.2. Приклад хроматографії, що використовує шприц.
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Рис.3. Приклад хроматографії, що використовує резервуар. Приклад вимивання направленого вгору.

РЕГЕНЕРАЦІЯ І АНТИМІКРОБНІ АГЕНТИ

Регенерація

Іоннообмінники Sephadex
Необхідно промивати колонку розчином солі з поступовим збільшенням її концентрації, поки іонна сила не збільшиться удвічі. Сіль повинна містити контр-іонни до іоннообмінника. Таким чином вимиваються молекули, зв’язані іонними силами.

Ліпіди і білки можуть бути виключені шляхом промивання 0.1М NaOH, що завершується дистилюючою водою, буфером або розчином солі до остаточного звільнення від лугу. Ліпіди, крім того, можуть бути виключені промиванням розчином спирту або неіонними детергентами.

Антимікробні агенти

У тривалих експериментах і протягом зберігання гелю в роздутій формі необхідне додавання антимікробного агенту. Антимікробний агент не повинен звя’зуватися з іонообмінником. У багатьох зразках можна запобігти мікробного зростання, просто видаляючи субстрати і фосфати з іонних обмінників.

Антимікробні агенти для аніонітів
Фенілові солі, що містять двовалентну ртуть, 0.001%, ефективні в слабких лужних розчинах. Chlorohexidine 0.002%.

Антимікробні агенти для катіонітів
Мертиолат (тимерозал, етиловий тіосаліцилат, що містить двовалентну ртуть) 0.005%, здебільшого ефективний в слабкому кислому розчині.

Антимікробні агенти для аніона і катіонних обмінників
Хлоретон (трихлорбутанол), 0.05%, ефективний тільки в лужних кислих розчинах.

Приклади застосування

Розділення білків

Білкове фракціонування є однією з класичних проблем біохімії, і є одним з найголовніших прикладів іонної обмінної хроматографії. Іонообмінна хроматографія дозволяє розділити надзвичайно складні суміші білків і ферментів. Приклад розчинювальної сили іонної обмінної хроматографії, показаний на рис. 4, де CM-Sephadex C-50 використовувався у фракціонуванні отрути змії Trimeresurus mucrosquamatus в якості попереднього кроку в характеристиці наявності фібринолітичних ферментів в цій отруті. Цей рівень роздільної здатності був досягнутий зміненням показника рН і іонного градієнта сили. 
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Рис. 4. Хроматографічний зразок irimeresurus mucrosquamaius отрути на CM-Sephadex C-50. Зразок: ліофілізована отрута. Колонка: 3.2×120 см. Елюент: 0.05М ацетату амонія, рН 6.0; 0.4М ацетат амонія, рН 8.0 для 3000 мл; 0.4М ацетат амонія рН 8.0; 1.0М ацетат амонія, рН 10.0 для 2000мл. Норма потоку: 24ml.h-1 (2.98cm.h-1). Фракціонний об’єм: 6мл. (Ouyang, Ємкість, Teng-M., Biochim. Biophys. Acta 420 (1976) 298-308).

За допомогою іонообмінної хроматографії можливо розділити такі молекули як ізоферменти. Ізоферменти часто мають подібну молекулярну вагу і тому розділення на основі заряду - часто єдиний спосіб, доступний для їх фракціонування.

Вибираючи матрицю для відділення ферментів, необхідно визначитись з природою зразка і його можливим рухом у матриці. Іоннообмінники Sephadex, наприклад, були успішно використані для розділення целюлаз. Так само, іоннообмінники  Sepharose або DEAE-Sephacel могли б використовуватися для розділення декстраназ.

Одним з найголовніших використань в межах білкового фракціонування іонної обмінної хроматографії є її використання для розділення серологічних білків. Сироватку можна фракціонувати  використовуючи іонний градієнт сили. Існує величезна різноманітність методів фракціонування індивідуальних плазмових компонентів, багато з яких використовують іонну обмінну хроматографію. IgG, наприклад, можна відділити простою хроматографічною процедурою на QAE-Sephadex A-50 або швидкою (30 хвилини) пакетною процедурою, що використовує DEAE-Sephadex A-50. 

Коли природа зразка маловідома, як наприклад його розмір або його спорідненість, радять використовувати Sepharose із-за широкого ряду можливостей його застосування. Іоннообмінники Sepharose краще використовувати для розділення великих. Так, наприклад, полімераза ІІ  Physarum polycephaliim краще розділяється в DEAE-Sepharose, ніж в інших DEAE-замінених матрицях. Іонний обмін на DЕAE-Sepharose використовуєься для проведення очищення речовин. Крім того гелі Sеpharose можуть повторно урівноважуватися в колонці і використовуватися в змінних природних умовах.
Розділення нуклеїнових кислот і нуклеотидів
Нуклеїнові кислоти і нуклеотиди можна відділити за допомогою іонної обмінної хроматографії. Іонний обмін був використаний для фракціонування тРНК. Індивідуальні нуклеотиди можна відокремити за допомогою Sephadex.

Розділення пептидів

Іонні обмінники, засновані на Sеphadex G-25, найбільш вживаніші матриці для розділення фрагментів пептидів після лікування протеолітичними ферментами або бромід ціаном. Як приклад - розділення фрагментів людського гістона селезінки на SP-Sephadex C-25, показаний на рис.5.
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Рис.5. Хроматографічна діаграма фрагмента людського гістона селезінки на SP-Sephadex C-25. Зразок: 2.6 ммоль. Колонка: 1×90см. Елюент: І, 0.1М pyridinе/formic кислота рН 2.8; II, лінійний градієнт від 0.1М., рН 2.8; 0.3М., рН 3.0; III, від 0.3М., рН 3.0 до 0.5М, рН 4.0; IV, від 0.5М., рН 4.0 до 1.0 М., рН 5.0. Норма потоку: 20 ml.h-1. Фракційний розмір: 5 мл. (Ohe, Y., Hayashi, h., Iwai, K., J. Біохімія. (Токіо) 85 (1979) 615-624).
Розділення вуглеводів

Вуглеводи часто несуть заряджені групи які дозволяють їм бути відокремленим на іонних обмінниках.

Розділення ліпідів

Багато ліпідів несуть заряд і тому можуть бути відокремлені за допомогою іонообмінної хроматографії. Порівняння різних обмінників (DEAE-Sephadex, QAE-Scphadex і DFAE-Sepharose), використовуваних для фракціонування гангліозидів, показало, що кращий вибір для їх фракціонування DFAE-Sepharose. DEAE-Sephacel також був успішно використаний для фракціонування ліпідів. Мембранні ліпіди, як наприклад маннозилретинолфосфат і додецилманнозилретинол були відокремлені в 99% метанолі.

Імобілізація ферментів

Іонообмінники можуть також використовуватися як загальні адсорбенти. Класичний приклад такого застосування – приготування імобілізованих ферментів. Аміноацилаза була імобілізована адсорбцією на DEAE-Sephadex і використовується у виробництві амінокислот.

Методичні вказівки  до лабораторних робіт

 Лабораторна робота  №1 
Тема:  іонно-обмінна хроматографія, вибір хроматографічної колонки.

Мета: ознайомитись з принципами іонно-обмінної  хроматографії. 
Матеріал, використовуваний в будівництві колонки, повинен бути стійким до руйнування біологічними речовинами. Висота колонки у 20 см звичайно достатня для ефективного проведення аналізу. Довші колонки використовуються для розділення складних сумішей.

Звичайно іонна обмінна хроматографія проводиться на коротких широких колонках. Розділення між піками може бути вдосконалено зміненням хроматографічних умов.

Хід роботи.

І. Вибрати колонку

ІІ. Заповнення колонки

1. Роздутий іонообмінник потрібно змішати з буфером таким чином, щоб сформувався доволі густий розчин, але не на стільки густий, як глина, щоб зберегти повітря в гелі. Якщо гель був роздутий на водяній бані (Sephadex), потрібно дегазувати його під вакуумом. Температура гелю повинна співпадати з температурою, при якій буде проводитись дослід.

2. Розташовувати колонку необхідно вертикально на відповідному штативі, в місці, куди не потрапляє пряме сонячне світло та нема протягів, які можуть викликати температурні коливання.

3. Розчин іонообмінника потрібно наливати в колонку по стінці або використовуючи скляну паличку.

4. Необхідно відкрити вихід колонки і дозволити гелю рівномірно розміститися у колонці.

5. Після заповнення колонку потрібно відкрити з метою уникнення відкладення осаду протягом упаковки.

ІІІ. Упаковка і урівноваження колонки

1. Регулюйте вихід колонки таким чином, щоб близько 1 см над поверхнею гелю зберігалася вода, або буфер. Жорсткіші гелі, DЕAE-Sephacel, Sephadex A-25 і C-25 і іони Sepharose потребують збільшення об’єму розчинника над поверхнею гелю.

2. Необхідно пропустити щонайменьше два об'єми буфера, щоб досягти урівноваження і стабілізування гелю.

3. Використовуючи світло від лампи, розташованої за колонкою, перевіряють рівномірність заповнення її гелем, слідкують, щоб не було повітряних кульок .

Кількість зразка, який може бути використаний в колонці, залежить від доступної місткості колонки. Або розмір колонки, або кількість зразка повинні бути відомі спочатку.

Іонний склад зразка повинен бути таким же як і стартового буфера.

Лабораторна робота  №2 

Тема:  іонно-обмінна хроматографія, вибір хроматографічної колонки.

Мета: ознайомитись з принципами іонно-обмінна хроматографії з різними носіями.  
Іоннообмінник Sepharose

Регенерація іоннообмінників Sepharose може бути зроблена в колонці, без переупаковки. Необхідно промити гель висококонцентрованим розчином солі, що вивільнює більшість молекул. Коли необхідно вилучити сильно зв’язані молекули, або як рутинна процедура в хроматографії цей прийом може використовуватися багаторазово.

DEAE-Sepharose Сl-6B

Промийте носій в колонці наступними розчинами:

1. 1×Vt (повний об'єм) ацетата натрію (1 М, скоректований до pH 3.0 з хлористоводневою кислотою).

2. 1.5×Vt гідроксиду натрію (0.5 М). Залиште цей розчин у колонці на ніч.

3. 1.5×Vt ацетату натрію (1 М, рН 3.0). Повторно урівноважте з необхідним стартовим буфером як звичайно.

CM-Sepharose Сl-6B
Носій можна промити в колонці як для іоннообмінників Sephadex. Повторно урівноважте із стартовим буфером в звичайному режимі.

DEAE-Sephacel
Регенерація DEAE-Sephacel може також здійснюватися в колонці. Зазвичай використовують розчини солей, щоб виключити молекули, зв’язані іонними силами. Більш сильно зв’язані молекули  можуть бути виключені за допомогою 0.1М NaOH або катіонними детергентами.

Зберігання
Сухі гранули Sephadex гігроскопічні та можуть зберігатися в щільно закритих пляшках протягом декількох років. Всі роздуті іоннообмінники потрібно зберігати в розчинах солей, в буфері, що містить антимікробні агенти.

Регенеровані іонообмінники Sephadex з розчином солі можуть сушитися наступним чином:

Промийте іонообмінник дуже розбавленим нейтральним буфером доки він не очиститься від солі та інших забруднювачів. Потім промийте гель розчином спирту поступово збільшуючи його концентрацію до 95%. Для DEAE-, QAE- і CM-Sephadex потрібно використовувати етанол, для SP-Sephadex – метанол. Після цього, промийте колонку ефіром та залиште висихати . В процесі висихання можуть утворитися скупчення але вони розпадуться протягом повторного роздування гелю.

DEAE-Sephacel не рекомендується висушувати, проте в спеціальних умовах це можливо. Після промивання дистилюючою водою, DEAE-Sephacel, можна висушити за допомогою холодного висушування або обезводнення етинолом з поступовим збільшенням його концентрації до 95% як описано вище.

При висиханні DEAL-Scphacel водневі зв'язки між гідроксігрупами суміжних полісахаридних ланцюгів збільшуються настільки, що повторне ресуспендування в буферному розчині не достатнє до роздування целюлозної матриця цілком. Якщо сухий гель необхідно використовувати багато разів для хроматографії, його треба промити 0.1М HC1 та 0.1М NaOH як вказано нижче.

Розмішайте іоний обмінник в надлишку 0.1М HC1 (20мл/г сухого DEAE-Sephacel) і дозвольте йому роздутися протягом 30 хвилин. Профільтруйте супернатант, промийте дистилюючою водою і додайте 0.1М розчин NaOH (20 мл/г сухого DEAE-Sephacel). Через 30 хвилин фільтрації супернатанту повторюють лужне промивання і урівноважують стартовим буфером. DEAE-Sephacel потрібно перетворити на відповідну солону форму щонайшвидше, щоб уникнути втрату DEAE-груп.

Лабораторна робота  № 3 (

Тема:  іонно-обмінна хроматографія, вибір хроматографічної колонки.

Мета: ознайомитись з принципами  розрахунків при іонно-обмінної  хроматографії. 
Хід роботи:
 
Приклад 1. На хроматограмі отримані піки при 0,84 хв. (компонент, що не утримується Н), при 10,60 хв. (компонент Б) і 11,08 хв. (компонент Г). Ширина піків компонентів Б і Г – 0,56 і 0,59 хв. відповідно. Довжина колонки – 28,3 см, об‘єем стаціонарної фази – 12,3

мл, рухомої фази-17,6 мл.

Розрахуйте: а)число теоретичних тарілок колонки; б)висоту, еквівалентну теоретичній тарілці, вкажіть, що характеризує та величина; в )коефіцієнт утримування для компонентів Б і Г; г)коефіцієнти розподілення компонентів Б і Г; д )коефіцієнт селективності і розділення піків компонентів Б і Г.

Розв‘язок. а) Розрахуєм число теоретичних тарілок для компонентів Б і Г по формулі (13):

NБ = 16 · (10,60 / 0,56)2 = 5,7·10 3; NГ = 16· (11,08 / 0,59)2= 5,6 ·10 3; Ncер= 5,7·10 3.

Число теоретичних тарілок завжди ціле число і величина безрозмірна .

б) Висота, еквівалентна теоретической тарелке – Н, розраховується за формулою 

Н =L/N:

Н = 283/ 5681= 0,0496 мм.

в) Коефіцієнт утримування R розраховують як відношення часу неутримуваного компонента до часу утримування речовини

RБ = 0,84 /10,60 =0,079; RГ = 0,84 / 11,08 = 0,076

г) Коефіцієнт розподілення речовини можна розрахувати, об‘єднавши формули (5) і (9),
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Підставляючи чисельні значення, знаходимо

DБ = 16,7 і DГ =17,4

д) Коефіцієнт селектив ности опред еля ется как

α = DГ / DБ = 17,4 / 16,7=1,04

Величина разділення оцінює ступінь розділення піків, її розраховують за формулою (19). Піставляючи чисельні значення, отримуєм:

Rs = 2 (11,08-10,60) 0,59 + 0,56 =0,86

Отримання величина розділення показує, що піки компонентів Б і Г на хроматограмі розділені частково. Повне розділенняние піків досягається, якщо значення Rs≥ 1,5.

Розв’язати  наступну задачі
Приклад 2. Визначення вуглеводнів проводили на хроматографічній колонці довжиною 2 м, варіюючи швидкість потоку. Для трьох різних швидкостей потоку мертвий час колонки складавя 18,2, 8,0 і 5,0 відповідно. При цьому час утримування декана –2020, 888 і 558 с, а ширина його піку у основи – 223, 99 і 68с відповідно.

Визначте: а) швидкості потокуа газа-носія для кожного випадку; б)число теоретичних тарілок N і величину H; в )константы А,В і С у рівнянні Ван-Деємтера.
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Індивідуальні завдання
1. Надати основні положення теорії хроматографічного розділення. 

2. Охарактеризувати селективність   і розділення.

3. Як проводиться обробка хроматографічних даних?. 
4. Які параметри якісного хроматографічного  аналізу?.
5. Надати характеристику головног принципу іонообмінної хроматографіїю

6. Що таке  адсорбційна ємність іонообмінників. 
7. Дайте  характеристику типів іонообмінників.
8. Характеристика титрування іонообмінників. 
9. Як проводиться елюція препаратів з іонообмінників. 
10. Наведіть приклади використання іонообіної хроматографії для розділення амінокислот, пептидів, білків.  

11. Складіть схему очистку білку за допомогою іонообміної хроматографіі. Підберіть умови розділееня.
