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Cwiczenie 40
Zastosowanie analitycznej i preparatywnej wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej
(HPLC) w badaniach przebiegu reakcji chemicznych na przykladzie syntezy
7-metyloguanozyny

Wstep

Pochodne metylowe zasad nukleinowych, nukleozydow i nukleotydow sq czesto wykorzystywane w
réznorodnych badaniach biochemicznych i biofizycznych. Cwiczenie zapoznaje z metodq syntezy i
wyodrebniania 7-metyloguanozyny po reakcji metylowania guanozyny za pomocq jodku metylu:
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Rys. 1. Schemat chemicznej syntezy 7-metyloguanozyny (m’Guo).

Metody badawcze i przepisy wykonawcze:

1. Synteza chemiczna.

W kolbce okraglodennej (poj. 25-50 ml) umieszcza sie magnetyczny element mieszajacy w
ksztalcie ,tezki”, dodaje 200 mg guanozyny, 3ml DMSO (dimetylosulfotlenek) oraz 200 pl jodku
metylu (CH;l) i uruchamia mieszanie na mieszadle magnetycznym. Postep reakcji bada sie metoda
HPLC (Sekcja 2a, patrz nizej). Po zakoniczeniu reakcji (na ogét po ok. 24 godz.) dodaje sie 30 ml
wody i zawartos¢ kolby przenosi do rozdzielacza (poj. 50 — 100 ml). Przeprowadza sie dwukrotng
ekstrakcje eterem dietylowym (po 10 ml) w celu oddzielenia nadmiaru jodku metylu. Dolng
warstwe zbiera sie do kolby okraglodennej i zateza sie na wyparce obrotowej do ok. 5 ml.
Pozostalos¢ przenosi sie do kolby stozkowej (erlemmajerki, poj. 100ml), poptukujac woda (1 ml),
a nastepnie dodaje sie wode amoniakalng porcjami po 50 pl (do pH ok. 8) i na koniec 60 ml
acetonu. Kolbe wstawia sie do lodowki na noc. Osad odsgcza sie na lejku Schotta i po wysuszeniu
sprawdza jednorodnos$¢ metoda HPLC (Sekcja 2a).

Wydajnos¢ tak wykonanej syntezy wynosi ok. 60 %. Pozostata czes¢ produktu znajduje sie
W przesaczu, z ktorego mozna wyodrebni¢ wiecej 7-metyloguanozyny metodg preparatywnej
HPLC. Przesacz przelewamy do kolby okraglodennej i zatezamy na wyparce do obj. ok. 5ml i dalej
postepujemy wedtlug opisu w Sekcji 2b.

*
*

s
I &
4, &
Rsoyie’

~ERS,,
SEE g UNIA EUROPEJSKA .
KAPITAL LUDZKI :$ EUROPEJSKI | »
@ NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI FUNDUSZ SPOLECZNY * .k

Projekt Fizyka wobec wyzwarn XX! wieku wspotfinansowany ze srodkow Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego



2. Wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa w odwroconych fazach (RP HPLC).

a) HPLC na kolumnie analitycznej.

Postep reakcji metylowania guanozyny oraz stopien czystosci otrzymanego produktu bada
sie za pomocg HPLC. Wykorzystuje sie kolumne RP (z odwréconymi fazami, od ang. reverse
phase) o wymiarach 4,6 mm x 25 cm z prekolumng 2 cm. Jako faze ruchomag stosuje sie roztwor
wodny wodorofosforanu potasu o stezeniu 0,1 M i pH 6,0 (tzw. Bufor A). Przyrzadza sie go z 11
g KH,PO, i 2 g K;HPO, rozpuszczonych w kolbie miarowej poj. 1000 ml. Po rozpuszczeniu soli
roztwor nalezy bezwarunkowo przesaczyc¢ na filtrze bakteryjnym. Analizy sa wykonywane w
gradiencie liniowo wzrastajacego stezenia metanolu. W tym celu przyrzadza sie réwniez drugi
roztwor (Bufor B) mieszajac rowne objetoSci Buforu A i metanolu (o czystosci ,,HPLC grade”). W
trakcie analizy zwieksza sie udzial Buforu B od 0% na poczatku do 40 % po 15 min, przy
przeplywie 1 ml/min. Detekcja spekrofotometryczna w zakresie UV (260 nm).

Najpierw wykonuje sie chromatogram substratu. We fiolce Eppendorfa rozpuszcza sie kilka
krysztatkow guanozyny w 200 pl wody i 10 pl uzyskanego roztworu nanosi sie na kolumne.
Podobnie wykonuje sie analizy chromatograficzne w trakcie trwania reakcji. Co 1 godz. pobiera
sie z kolby reakcyjnej 5 pl mieszaniny do probowki Eppendorfa, rozciencza woda (100 pl) i nanosi

10 pl uzyskanego roztworu na kolumne. Po zakoniczonych analizach drukuje sie chromatogramy.

b) HPLC na kolumnie preparatywnej.

Krystalizacja (na przyktad taka, jak opisana w Sekcji 1) czy inne klasyczne techniki
wyodrebniania i oczyszczania zwiqzkéw majq ograniczone zastosowanie i nie zawsze dajq dobre
wydajnosci. Techniki chromatograficzne, dzieki wysokim wspétczynnikom podziatu mogq stanowic
bardzo dobrq metode izolowania substancji, nawet ze skomplikowanych mieszanin. Zwiekszajqc
odpowiednio skale procesu chromatograficznego mozna wykorzystac¢ go do celéw
preparatywnych, tzn. podczas jednego przebiegu rozdziatu na kolumnie uzyska¢ miligramowe
albo nawet gramowe iloSci oczyszczonej substancji. Ponizej podany jest przyktad zastosowania
HPLC w skali preparatywnej do wydzielenia 7-metyloguanozyny z tugow pokrystalicznych.

Do celéw preparatywnych stosujemy kolumne o wiekszych rozmiarach (o $rednicy 21,2
mm) oraz takq faze ruchoma, aby jej sktadniki mozna bylo stosunkowo tatwo usung¢ w dalszym
toku postepowania. Faze ruchomg stanowi wodny roztwoér octanu amonu (0,05 M) o pH 5,9, aw
czasie przebiegu rozdziatu chromatograficznego stosuje sie liniowy gradient metanolu od 0 % na
poczatku do 50 % (v/v) po 30 min przy przeptywie 5 ml/min. Podobnie jak wyzej, w detektorze
przeptywowym mierzona jest absorpcja w zakresie UV (260 nm).

Jednorazowo nanosi sie (nastrzykuje) na kolumne 200 pl rozdzielanego roztworu. W
trakcie rozdziatlu, w czasie pojawienia sie na monitorze piku odpowiadajacego wyptywowi wraz z
faza ruchoma 7-metyloguanozyny, wyciek z kolumny zbiera sie do kolby okragtodennej. Proces
rozdzialu w razie potrzeby przeprowadza si¢ wielokrotnie. Zebrane razem wycieki zateza sie do
potlowy objetosci na wyparce i zamraza w zamrazalniku (np. do - 80°C). Nastepnie stosuje sie
proces liofilizacji w celu usuniecia z kolby wody i octanu amonu. Pozostato$¢ po jednokrotnej
liofilizacji rozpuszcza sie w 2-3 ml wody, zamraza sie i ponownie liofilizuje (w ten spos6b usuwa
sie resztki octanu amonu, ktéry po jednokrotnej liofilizacji moze jeszcze pozostawac¢ w niewielkich
iloSciach w probce). Druga liofilizacje wykonuje sie w wytarowanym naczynku szklanym, a po
liofilizacji oznacza sie mase uzyskanego produktu i oznacza jego stopien czystosci (Sekcja 2a).

3. Wskazowki do opisu
Opis powinien zawierac:
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1. Wymienione w punktach operacje chemiczne wykonywane podczas syntezy i analizy przebiegu
reakcji.

2. Wykres postepu reakcji metylowania (na osi poziomej czas w godzinach; na osi pionowej
procent zwartosci produktu).

3. Wydrukowane wszystkie chromatogramy (substratu, z analizy postepu reakcji w czasie, z
analizy czystosci produktu wyodrebnionego po krystalizacji, z analizy czystosci dodatkowej ilosci
produktu wyodrebnionego po liofilizacji).

4. Obliczenia wydajnosci reakcji.

(M.cz. Guo = 283 g/mol; M.cz. m7Guo = 297 g/mol)
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2. Zygfryd Witkiewicz "Podstawy chromatografii", WNT, Warszawa 2000 (Rozdz. 1 i 3).
lub
inne opracowania omawiajgce podstawy chromatografii.

Wymagania:

1. Znajomosc¢ podstaw teoretycznych proceséw chromatograficznych.

2. Chromatografia cieczowa ze szczegblnym uwzglednieniem budowy blokowej aparatu
HPLC.

Przyktadowe pytania:

- podac podstawowe mechanizmy rozdziatu chromatograficznego (zjawiska
fizykochemiczne na granicy faz decydujace o procesie rozdziatu chromatograficznego);
- podac¢ schemat blokowy aparatury do chromatografii cieczowej;

- jakiego rodzaju detektory mozna uzywac¢ w technice HPLC i jakie sg gtdwne zalety
wymienionych detektorow;

- czym rozni sie chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz (reverse phase
HPLC) od rozdziatu w normalnym uktadzie faz; podac tez ogdlnie zakresy ich
stosowania.
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