Kromatografija na propusnom gelu

(GPC, engl. gel permeation chromatography),

- Cesto se naziva | kromatografija iskljucenjem
po velicini (SEC, engl. size exclusion
chromatography),
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Osnovni dio svakog uredaja za kromatografiju
IskljuCenjem po veliCini je kolona.

U koloni se nalazi porozni gel umrezenog
polimera s definiranom raspodjelom veliCina pora,
te otapalo kojim je polimerni gel nabubren.

Otapalo koje se nalazi u porama polimernog
gela je stacionarna faza, a isto otapalo koje
struji konstantnim protokom kroz kolonu (eluens)
je mobilna faza.



E.A Colling, J. Bares, 3 EW. Blimeysr, “Experimants In Polymar Sclencs” Wiksy, 1973,
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Gel u koloni djeluje poput filtra ili sita.

Otopljene molekule koje su vece
od najvecCe pore ne mogu
difundirati ni u jednu poru, pa je
njihov volumen eluiranja, V4,
jednak tzv. mrtvom volumenu
kolone, V', {j. volumenu izmedu
Cestica nabubrenog gela (V.=V’).



V =V'+V”

Male polimerne molekule, koje
mogu difundirati u sve pore
izlaze posljednje iz kolone, a
njihov volumen eluiranja jednak

je zbroju volumena pora u

Koloni, V”, I mrtvog volumena
Kolone (V =V'+V").




Polimerne molekule srednjih
) (O (] veligina mogu difundirati tek u
( )( )| dio pora, pa ¢e volumen
HACOHE  eluiranja biti vedi Sto je taj dio
(SACE pora vedi, ). $to je polimerna
{9 molekula manja.

V., =V'+KV", X
: %D {: Dio pora u koji makromolekule

T % odredene veliCine mogu
® C' difundirati opisuje se
¢ konstantom raspodjele, K.

‘\%‘.gﬁ/ V, = V'+KV”.



Najveca molekula koja jos uvijek moze
difundirati u pore odreduje granicu iskljucenija,
a hajmanja molekula koja se jos separira
odreduje prag separacije.
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volumen eluiranja, V,




Da bi se krivulja eluiranja mogla kvantitativno
prevesti u krivulju raspodjele molekulskih masa
potrebno je poznavati bazdarne relacije .

U SEC-kromatografiji kalibracija se provodi
(monodisperznim) uniformnim polimernim
standardima, pri Cemu se odreduje kalibracijska

funkcija
V. =f(log M).

Takva funkcijska ovisnost naziva se specificha
kalibracija 1 moze se dati u obliku dijagrama ili kao

analitickl 1zraz.
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Specifiche bazdarne krivulje:
1-velika selektivhost kromatografskog sustava
3-mala selektivhost kromatografskog sustava



Bazdarne krivulje mogu biti priblizno linearne, {j:
logM =C, +C, -V,

Il se mogu opisati polinomima treceg stupnja:

logM=C,+C,-V, +C, -V  +C, -V’

gdje je M molekulska masa, a C. su bazdarne
konstante kromatografskog sustava.
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Problemi primjene specificne kalibracije:

-polimerne molekule jednakog kemijskog sastava |
jednake molekulske mase, ali razlicite strukturne
makromolekulske grade imaju razliCitu veliCinu
polimernog klupka u otopini.

Tako npr. lancani polistiren, zbog toga Sto ima veci
hidrodinamicCki volumen od zvjezdastog polistirena
Iste molekulske mase, Ima manji volumen
eluiranja, a ovaj pak, zbog istog razloga, mani
volumen eluiranja od razgranatog polistirena.

Dakle, za svaki polimer trebalo bi imati | definirane
standarde s obzirom na gradu makromolekule.



Kemijski razliCiti polimeri iste molekulske mase
Imaju u istom otapalu razliCitu veliCinu klupka u
otopini, pa tako i razliCite volumene eluiranja.

Stoga se moze zakljuciti da molekulska masa nije
parametar separacije u kromatografiji iskljucenjem
po velicini.



Kalibracijske krivulje Isto otapalo
Ista temperatura

Zvjezdasti polimer A ) o
Linearni polimer B

Linearni polimer A q_’.
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Pretpostavlja se da je parametar separacije
veliCina polimernog klupka u otopini, odnosno
hidrodinamicCki volumen solvatirane
makromolekule.

Prema Einsteinovoj jednadzbi

N
[77]: Z’S'VAVh

V|, Je razmjeran produktu granicnhog viskoznog broja i
molekulske mase, [n]-M.



Kalibracija pri kojoj se primjenjuje hidrodinamicki
volumen kao opci parametar separacije naziva
se univerzalna kalibracija.

Smatra se da molekule jednakog hidrodinamickog
volumena Iimaju jednak volumen eluiranja, te se
moze primjeniti zajedniCka, univerzalna bazdarna
krivulja, oblika:

log(M-[n])=Cy +C, -V, +C,-V2+C, - V4L

Medutim, navedena pretpostavka vrijedi tek ako
nije djelatan nijedan drugi mehanizam separacije
osim iskljucenja po veliCini (SEC).
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A universal calibration plot of log [n]M vs elution volume for various polymers.
Redrawn from the data of Z. Grubssic, P. Rempp and H. Benoat.



Realna kromatografija na propusnom gelu

Pretpostavka da se polimerne molekule
separiraju na poroznom gelu samo zbog razlike
u veliCini idealizirana je slika.

U realnim uvjetima, medudjelovanja polimernog
uzorka, stacionarne faze (otapala i/ili eluensa)
unutar pora gela, te poroznog gela ne mogu se
opisati samo jednim mehanizmom, vec¢
superponiranjem razliCitin, sekundarnih
mehanizama na mehanizam iskljucenja po
velicini.



U realnom kromatografskom sustavu dolazi do
privlacenja ili odbijanja otopljenog polimera od
gel-matrice, sto utjeCe na oblik | polozaj
kromatograma, kojeg treba prevesti u
raspodjelu molekulskih masa.



Prilikom obrade rezultata realne gel-kromatografske
metode posebnu pozornost treba obratiti na odnos
polarnosti svih komponeneata u sustavu, tj. gel-
matrice, polimera | otapala/eluensa.

Razlike u polarnosti komponenata imaju veliki utjecaj
na pomake krivulja eluiranja prema manjim ili veCim
vremenima zadrzavanja u koloni.
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Nepolarni gel

Polarni polimer - Smanjenje V
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