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ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is a method used to deter-
mine inorganic and organic substances in biological samples. Nevertheless, many
analytes cannot be detected using HPLC method, because they do not contain
a necessary chromophoric or fluophoric groups. Derivatization is the solution of
this problem. This process can be defined as a conversion of analyte to correspon-
ding derivative which possesses in its structure a moiety compatible with suitable
detector [1, 2]. Reagent responsible for conversion of analyte to a derivative needs
to meet a lot of requirements. It needs to be selective e.g. to react only with analysed
substances and it should not generate by-products. The derivatization reagent sho-
uld react rapidly, quantitatively, at lowest possible temperature and weakly pH, and
the excess of reagent should be easily removable from reaction medium [1, 3, 5]. The
derivatization can be carried out in pre-column, post-column and on-column mode.
In the pre-column derivatization, analytes are derivatized before injection on HPLC
system, and the reaction products are separated and detected. In the post-column
derivatization, the reaction is performed automatically by adding the derivatization
reagent after separation but before detection. The third method is based on reaction,
which simultaneously proceeds with column separation [2, 3, 5, 6].

The derivatization processes in gas and liquid chromatography are subject
matter among researcher from all over the world. The Polish literature has only
few review articles on derivatization process in liquid chromatography [2, 4, 55].
The present article reviews derivatization techniques used in HPLC. Derivatization
techniques used in gas chromatography are classified due to the chemical nature of
derivatization reagent [3, 56]. Our attention is focused on the analyte and deriva-
tization reagent, which can be react with various functional groups such as amino,
sulfhydryl, hydroxyl or carboxyl groups, occurring in the examined molecules. By
chemically modification compounds into derivatives, they obtain necessary proper-
ties for chromatographic separation and accurate analysis.

Keywords: high performance liquid chromatography, derivatization, chromophoric
group

Stowa Kkluczowe: wysokosprawna chromatografia cieczowa, derywatyzacja, grupa
chromoforowa
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2-cyjanoacetamid (ang. 2-cyanoacetamide)
2-hydroksyacetofenon (ang. 2-hydroxyacetophenone)
2-merkaptoetanol (ang. 2-mercaptoethanol)
karbaminian 3-aminopirydylo-N-hydroksysukcyno-
imidylu (ang. 3-amino-pyridyl-N-hydroxysuccinimi-
dyl carbamate)

karbaminian 6-aminochinolinylo-N-hydroksysukcy-
noimidylu (ang. 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccini-
midyl carbamate)

bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (ang. 1-ben-
zyl-2-chloropyridinium bromide)
2-(11H-benzo[a]-karbazol-11-ilo)etylo-4-metyloben-
zenosulfonian (ang. 2-(11H-benzo[a]carbazol-11-yl)-
-ethyl-4-methylbenzenesulfonate)

tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (ang.
2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate)

2 4-dinitrofluorobenzen (ang. 2,4-dinitrofluoroben-
zene)

2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (ang. 2,2-difenylo-1-pi-
crylhydrazyl)

kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy) (ang. 5,5-dithio-
bis(2-nitrobenzoic acid)

chlorowodorek etoksyaminy (ang. ethoxyamine hydro-
chloride)

chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (ang. I-ethyl-3-(3-dimethylaminopro-
pylcarbodiimide hydrochloride)

jonizacja poprzez elektrorozpylanie (ang. electrospray
ionization)

fluoreskamina (ang. fluorescamine)

detektor fluorescencyjny (ang. fluorescence detector)
chloromrowczan 9-fluorenylometylu (ang. 9-fluore-
nylmethylchloroformate)

homocysteina (ang. homocysteine)

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high
performance liquid chromatography)

kwas liponowy (ang. lipoic acid)

granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
granica oznaczalnosci (ang. limit of quantification)
chlorek 10-metyloakrydyno-2-sulfonylu (ang. 10-methyl-
acridone-2-sulfonyl chloride)
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MS/MS
NAC
NBD-COCI
NBD-F
NDA

NQS
N-Hcy

OPA
TMBB-EDAN

tHey
UV-Vis

tandemowa spektrometria mas (ang. tandem mass
spectrometry)

N-acetylo-L-cysteina (ang. N-acetyl-L-cysteine)
4-(N-chlorometyloformylo-N-metyloamino-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazol (ang. 4-(N-chloroformylmethyl-
N-methylamino)-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (ang. 4-fluoro-
-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole)
naftaleno-2,3-dikarboksyaldehyd (ang. naphthalene-
-2,3-dicarboxaldehyde)

1,2-naftochinono-4-sulfonian sodu (ang. sodium
1,2-naphthoquinone-4-sulfonate)

homocysteina zwigzana z biatkami wigzaniem ami-
dowym (ang. homocysteine bound to protein by an
amide linkage)

o-dialdehyd ftalowy (ang. o-phthaldialdehyde)
1,3,5,7-tetrametylo-8-butyretylenodiaminodifluoro-
boradiaza-s-indacen (ang. 1,3,5,7-tetramethyl-8-butyre-
thylenediaminedifluoroboradiaza-s-indacene)
homocysteina catkowita (ang. total homocysteine)
spektrofotometria UV-Vis (ang. ultra violet visible

spektrophotometry)
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WPROWADZENIE

Wiele substancji bedacych przedmiotem zainteresowania analitykéw wyko-
rzystujacych technike wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) nie jest
kompatybilnych ze stosowanymi detektorami takimi jak spektrofotometryczny czy
spektrofluorymetryczny, poniewaz w swojej strukturze nie zawierajg aktywnych
grup chromo- lub fluoroforowych. Ponadto niektdre zwigzki obecne w probkach
materialu biologicznego wystepuja na poziomie poréwnywalnym lub wyzszym od
poziomu analitow przez co przeszkadzaja i niekiedy uniemozliwiajg przeprowadze-
nie analizy. W rozwigzaniu takich probleméw moze poméc zastosowanie reakeji
derywatyzacji. Jest to proces polegajacy na przeprowadzeniu analitu w pochodna,
ktéra w swojej strukturze posiada ugrupowanie dobrze rozpoznawane przez okre-
$lone detektory. Wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych do analitu, wsku-
tek procesu derywatyzacji, moze dodatkowo zmienia¢ wlasciwosci fizykochemiczne
zwiazku takie jak polarno$¢ czasteczki i jednoczesnie jej rozpuszczalnosé. Nadanie
nowych wtasciwosci pozwala zatem na odréznienie analitu od innych substancji
obecnych w prébcee i dodatkowo ulatwia a niekiedy wrecz umozliwia rozdzielenie
sktadnikéw w mieszaninie [1, 2].

Odczynnik derywatyzujacy wykorzystywany do przeksztalcania analitu
w pochodng winien spelnia¢ wiele kryteriéw. Przede wszystkim powinien by¢
selektywny, tj. reagowac tylko z oznaczang substancja, a stechiometria reakcji oraz
struktura powstajacego w reakcji produktu powinna by¢ dokladnie znana [3].
Reakcja pomiedzy odczynnikiem a analitem powinna zachodzi¢ szybko, ilosciowo,
powtarzalnie i najlepiej przebiega¢ w lagodnych warunkach [1, 3]. Z analitem
odczynnik powinien tworzy¢ tylko jedng pochodna, ktérej maksimum absorpcji
byloby przesunigte w stosunku do maksimum odczynnika w kierunku fal dtuzszych
(w przypadku detekcji UV). Dzigki czemu wystepujace zjawisko przesunigcia bato-
chromowego umozliwitoby stosowanie duzych nadmiaréw odczynnika derywaty-
zujacego w stosunku do analitu, skracajac jednoczesnie czas reakeji derywatyzacji
[4]. Niezwykle istotne jest, aby powstajace w czasie reakcji produkty uboczne, nie
wykazywaly absorpcji promieniowania UV czy fluorescencji, ewentualnie maksima
absorpgcji tych zwigzkow znaczaco réznily sie. Nadmiar odczynnika, jesli przeszka-
dza w analizie, powinien by¢ fatwo eliminowany ze srodowiska reakcji [1, 3].

Odczynniki derywatyzujace mozna podzieli¢ na cztery grupy [5]: (1) absorbu-
jace $wiatto w zakresie UV-Vis, ktdre w reakcji z analitem wprowadzajg do czasteczki
grupe chromoforows, np. chlorek benzoilu, tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylo-
chinoliniowy (CMQT); (2) odczynniki fluorogeniczne, ktére same nie fluoryzuja,
ale reagujac z okreslonymi zwigzkami przeksztalcajg sie w emitujace swiatlo czas-
teczki, np. fluoreskamina; (3) odczynniki fluorescencyjne, ktére posiadaja wysoce
fluorescencyjna grupe aromatyczng (fluorofor) i grupe reaktywna; (4) odczynniki
o wlasciwosciach redoks, wykorzystywane w elektrochemii. Wybdr odpowiedniego
odczynnika derywatyzujacego jest uzalezniony od stosowanego detektora.
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1. TECHNIKI DERYWATYZAC]I

Proces derywatyzacji znany jest od ponad szes¢dziesieciu lat i stosowany nie-
mal w kazdym laboratorium analitycznym. Zarys historyczny i gtéwne kierunki
rozwoju tego procesu wykorzystywanego w polaczeniu z technika HPLC zostaly
przedstawione w Tabeli 1.

Derywatyzacja w polaczeniu z technikg HPLC jest bardzo przydatnym narze-
dziem w nowoczesnym laboratorium analitycznym, poniewaz umozliwia oznacza-
nie zwigzkow, ktore sg trudno wykrywalne nawet przy pomocy zréznicowanych
detektordw. Zastosowanie derywatyzacji umozliwia znaczne obnizenie warto$ci
granicy wykrywalnos$ci (LOD) oraz oznaczalnosci (LOQ), a takze eliminacje inter-
ferencji pochodzacych od sktadnikéw matrycy. Derywatyzacja w HPLC moze by¢
prowadzona w trybie przedkolumnowym (ang. pre-column), pokolumnowym (ang.
post-column) oraz w kolumnie (ang. on-column). Wyzej wymienione techniki rézni-
cuje si¢ w oparciu o ,,miejsce” prowadzenia reakcji derywatyzacji (Rys. 1). W przy-
padku derywatyzacji przedkolumnowej odczynnik dodawany jest do probki przed
jej wprowadzeniem do ukladu HPLC. W derywatyzacji pokolumnowej odczynnik
dodaje sie do strumienia eluatu pomiedzy kolumne a detektor [6]. Z kolei w przy-
padku derywatyzacji w kolumnie do ukladu HPLC wprowadza si¢ mieszanine
odczynnika derywatyzujacego i probki, a reakcja pomiedzy nimi zachodzi w kolum-
nie chromatograficznej w trakcie rozdzielania [2]. We wszystkich trzech sposobach
prowadzenia derywatyzacji, reakcja moze by¢ zakldcona przez wplyw skladni-
kéw matrycy probki. Na wybor sposobu przeprowadzenia derywatyzacji wptywa
zaréwno posiadana aparatura, jak i parametry w ktorych prowadzona jest reakcja
(pH buforu, czas trwania reakcji czy temperatura) [1, 3].

Tabela 1. Kamienie milowe w rozwoju technik derywatyzacyjnych taczonych z chromatografia cieczows,
ktore znalazty zastosowanie w praktyce analitycznej.
Table 1. Milestones in development of field of application of derivatization supported liquid chromatogra-

phy in analytical practice.

Rok Opis Lit.
1957 | Derywatyzacja matych iloéci zwigzkéw karbonylowych. [7]
Derywatyzacja tioli za pomocg izocyjanianu trichloroacetylu w celu uproszczenia interpre-
1966 . (8]
tacji widm NMR.
1973 Zastosowanie reakcji benzoilowania do derywatyzacji hydroksysterydow. Oznaczanie po- [9]

wstalych pochodnych za pomocg chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz.

Zastosowanie 1-benzylo-3-p-tolilotriazenu do derywatyzacji kwasow ttuszczowych w anali-
1973 | zie HPLC z detekcja UV. Potwierdzenie struktur powstatych pochodnych za pomoca spek- | [10]
trometrii mas.

1976 | Pokolumnowa derywatyzacja nonapeptydow. [11]

1977 | Pierwsza opublikowana ksigzka na temat zastosowania derywatyzacji w chromatografii. [12]
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Rok Opis Lit.
1978 | Automatyzacja procesu derywatyzacji przedkolumnowe;. [13]
1995 | Zastosowanie derywatyzacji w kolumnie do oznaczania amin. [14]
2002 | Derywatyzacja na widknie (SPME) w polaczeniu z uktadem HPLC. [15]
2008 Automatyzacja procesu derywatyzacji chemicznej oraz techniki mikroekstrakeji do fazy sta- [16]

cjonarnej w postaci filmu pokrywajacego wewnetrzng $cianke rurki.
Jednoczesne zastosowanie derywatyzacji in situ oraz mikroekstrakcji poprzez membrane do
2009 fazy cieklei . . . . s [17]
azy cieklej w celu oznaczenia amin w prébkach Zywnosci.
Zastosowanie dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz-ciecz wspomaganej promieniowaniem
2011 | mikrofalowym z wykorzystaniem cieczy jonowych oraz procesu derywatyzacji do oznacza- | [18]
nia sulfonamidéw w wodach rzecznych, miodzie, mleku i osoczu zwierzat.

odczynniki
A) derywatyzacja analiza HPLC
prébka

pompa (faza pompa (odczynnik
ruchoma) derywatyzujacy)

B)

D

derywatyzacja
w petli

pompa (faza ruchoma +
odczynnik derywatyzujacy)

O——— 11} detektor

derywatyzacja w
kolumnie

prébka

Rysunek 1. Schemat ilustrujacy sposoby prowadzenia derywatyzacji: A) przedkolumnowej, B) pokolumno-
wej, C) w kolumnie
Figure 1. The scheme of possible derivatization procedures A) pre-column, B) post-column, C) on-column
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Wiekszo$¢ odczynnikow derywatyzujacych mozna stosowac tylko dla jednego
sposobu prowadzenia derywatyzacji. Jednakze sg i takie, jak na przyklad o-dialde-
hyd ftalowy (OPA), ktéry jest szeroko stosowany zaréwno w derywatyzacji przed-
kolumnowej, jak i w derywatyzacji pokolumnowej i w kolumnie. W tym przypadku
wybdr trybu prowadzonej reakeji uzalezniony jest tylko od dostepnego sprzetu,
badz efektywnosci rozdzielania.

Proces konwersji chemicznej analitow w ich pochodne mozna réwniez pro-
wadzi¢ podczas pobierania probek, w przypadku derywatyzacji in situ. Ten rodzaj
derywatyzacji stosuje sie, aby polepszy¢ wlasciwosci fizykochemiczne analitow,
a takze dezaktywowac¢ ich reaktywne grupy funkcyjne, jak np. grupy tiolowe. Ze
wzgledu na to, iz grupe —SH charakteryzuje duza aktywnos$¢ oksydoredukcyjna,
dodanie akrylanu metylu zabezpiecza t¢ grupe w plynach biologicznych. Nalezy
mie¢ jednak na uwadze, ze wydluzenie czasu reakcji derywatyzacji czy tez dodanie
zbyt duzej ilosci odczynnika derywatyzujacego do matrycy, moze spowodowac roz-
cienczenie probki, a niekiedy nawet powstanie produktéw ubocznych [19].

Ciekawym rozwigzaniem przeksztalcania analitu w pochodne jest pofaczenie
techniki mikroekstakcji do fazy stalej (SPME) z procesem derywatyzacji chemicz-
nej. Konwersje chemiczng analitu na wtdknie mikroekstrakcyjnym mozna prowa-
dzi¢ jednoczesnie z procesem ekstrakeji poprzez umieszczenie wtdkna nasyconego
odczynnikiem derywatyzujacym w roztworze analizowanej probki. Przykltadem
takiej derywatyzacji jest przeprowadzenie w pochodng metyloaminy w probkach
wody [20]. W przypadku konwersji chemicznej analitu prowadzonej po procesie
ekstrakeji, anality najpierw sa adsorbowane na wldknie, a nastepnie derywatyzo-
wane przez zanurzenie tych wldkien w roztworze zawierajagcym odczynnik dery-
watyzujacy. Zaletg derywatyzacji chemicznej na widknie mikroekstrakcyjnym jest
wyeliminowanie duzej ilo$ci rozpuszczalnikéw stosowanych podczas przygotowa-
nia prébki oraz czasochtonnego i pracochtonnego etapu obrdbki probki. Wadg tej
metody jest jednak niska dokladnos¢ i precyzja.

W mysl koncepgji ,,zielonej chemii analitycznej” coraz wigkszy nacisk ktadzie
sie na automatyzacje i miniaturyzacje technik analitycznych. Procesy te s kluczem
w projektowaniu bardziej ekologicznych procedur derywatyzacyjnych. Konstrukcja
plaskich urzadzen o bardzo malych rozmiarach tzw. chipéw, stanowi alternatywe
dla konwencjonalnych kapilar w elektroforezie, czy tez kolumn w chromatografii.
Gléwna cecha tego typu urzadzen jest wysoki poziom automatyzacji procesow,
ktére moga na nim zachodzi¢. Dzigki czemu na jednym urzadzeniu mozliwe jest
pobieranie probki, derywatyzacja, separacja oraz detekcja. Chipy sg powszechnie
stosowane w elektroforezie kapilarnej, a rzadziej w chromatografii cieczowej [21].

»Zielony” charakter derywatyzacji chemicznej w laboratoriach chemicznych
przedstawiono w Tabeli 2.
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Tabela 2.
Table 2.

Zielona chemia analityczna w derywatyzacji chemiczne;.
Green chemistry in chemical derivatization.

Idea zielonej chemii Rozwiazanie Lit.
redukcja czasu, pracy i energii derywatyzacja w kolumnie [52-54]
automatyzacja czynnosci laboratoryjnych, réwnocze-
sne oznaczanie wielu analitow podczas pojedynczej | derywatyzacja w ukltadzie on-line [23-27]
analizy
jednoczesna derywatyzacja i ekstrakcja derywatyzacja na wtoknie SPME [20]
miniaturyzacja proceséw analitycznych derywatyzacja na chipie [21]

W niniejszej pracy zostang oméwione tylko te techniki derywatyzacji, ktore w
polaczeniu z technikg HPLC przyczynily sie do rozwoju chemii analitycznej. Nie-
stety, w tak krotkim artykule nie jest mozliwe szczegdtowe omowienie wszystkich
sposobow prowadzenia derywatyzacji, dlatego nasza uwage skupiliémy gltéwnie na
technikach derywatyzacji przedkolumnowej, pokolumnowej i w kolumnie wykorzy-
stywanych w chromatografii cieczowej. Gtéwne wady i zalety tych technik zostaly
zebrane i przedstawione w Tabeli 3.

Tabela 3. Mocne i stabe strony technik derywatyzacji stosowanych w HPLC
Table 3. The advantages and drawbacks of derivatization techniques used in HPLC
Rodzaj .. Zalety Wady Lit.
derywatyzacji
- mozliwo$¢ stosowania wszystkich | - czasochlonno$¢; (1,2,
rodzajow odczynnikéw derywa- | - mozliwo$¢ wystapienia interferen- | 22-40]
tyzujacych, nawet jesli wymagaja ¢ji sygnalu analitycznego pocho-
zastosowania wysokiej tempera- dzacego od zanieczyszczen z pi-
tury lub dlugiego czasu reake;ji; kami analitow;
mozliwos¢ stosowania odczyn- nieprawidfowy dobdr optymalnych
przedkolumnowa nikéw d.erywatyzuja{cych zgako— warunkow de.rywatyzjacji, valywa
wanych izotopowo, jako uniwer- na pogorszenie wydajnoéci reak-
salnego wzorca wewnetrznego, cji, wystapienie produktéow ubocz-
eliminuje bfedy popelniane na nych, badz degradacje powstajacej
etapie przygotowania probki; pochodnej;
automatyzacja procesu pozwala
zmniejszy¢ czasochtonno$¢ i pra-
cochtonnos¢ procedury
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Rodzaj .. Zalety Wady Lit.
derywatyzacji
wyeliminowanie wieloetapowego aparat pomiarowy wyposazony jest |  [6, 40,
procesu derywatyzacji przedko- w duzg petle reakcyjna, co zmniej- | 41-51]
lumnowej, ktéry moze by¢ zro- sza efektywno$é¢ separacji;
dlem mniejszej powtarzalnosci koszty zwigzane z koniecznoscig
wynikow; zakupu  dodatkowej  aparatury
pokolumnowa moiliwo%c’ stosowania  kilku -~ pompy dozujacej odczynnik
detektorow; derywatyzujacy;
tworzenie si¢ pochodnych tuz duza ilos¢ zuzywanych
przed ich detekcjg -zniwelowa- odczynnikéw;
nie ryzyka rozkladu pochodnej
podczas prowadzonej analizy
chromatograficznej;
mozliwos¢ prowadzenia reakcji nieprawidlowy dobér ilosci od- | [52-54]
derywatyzacji podczas rozdziela- czynnika wplywa znaczaco na po-
nia chromatograficznego; gorszenie czutosci metody;
nie wymaga zastosowania do- niekiedy wymaga zastosowania ko-
w kolumnie datkowej aparatury, tak ja'lf ll%mny, kt(')réj wypelnienie jest sta-
w  przypadku  derywatyzacji bilne w skrajnych warunkach pH.
pokolumnowej;
- znaczaco upraszcza procedure
analityczng - skraca caltkowity
czas analizy.

2. DERYWATYZACJA PRZEDKOLUMNOWA

Derywatyzacja przedkolumnowa wymaga dodatkowych operacji podczas
przygotowania probki do analizy, w konsekwencji czego jest procesem bardziej
czasochlonnym. Oznaczany zwigzek przeksztalcany jest w pochodng przed wpro-
wadzeniem go na kolumne chromatograficzna, co moze wiazaé sie z ryzykiem
destabilizacji probki podczas wykonywanej analizy chromatograficznej, badz wrecz
przeciwnie, zwiekszy¢ jej stabilnos¢ [6]. Jednak, mimo ograniczen derywatyzacja
przedkolumnowa znajduje szerokie zastosowanie w przypadku kiedy przebieg
reakcji wymaga dlugiego czasu, mieszania czy uzycia wysokiej temperatury [1, 3].
Reakcje derywatyzacji prowadzone sg poprzez przylaczenie odczynnika derywaty-
zujacego w wyniku jego reakeji z réznymi grupami funkcyjnymi: aminows, sulfhy-
drylowg, hydroksylowa czy karboksylowa, wystepujacymi w badanych czasteczkach.

2.1. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE AMINOWA

Do derywatyzacji amin biogennych zawartych w winie ryzowym Cai wraz
z grupa badaczy [22] wykorzystali chlorek d -10-metyloakrydono-2-sulfonylu
(d,-MASC) oraz chlorek d,-10-metyloakrydono-2-sulfonylu (d,-MASC). Zasto-
sowanie tej pary odczynnikéw derywatyzujgcych znakowanych izotopowo, ktdra
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pelnila role uniwersalnego wzorca wewnetrznego, pozwolilo zniwelowaé bledy
popelniane na etapie przygotowania probki, a takze pozytywnie wplynelo na skro-
cenie czasu analizy chromatograficznej. Przebieg reakcji derywatyzacji ilustruje
Schemat 1.

e N
N N
+ HN—R H
/G /N—R
I o7 ol
(e} (e} (e} O
X=H dO-MASC
X=D d,MASC
Schemat 1
Scheme 1

Do oznaczania aminokwaséw w probkach osocza czlowieka procedure dery-
watyzacji przedkolumnowej poddano automatyzacji, co niewatpliwie pozytywnie
wplynelo na jej precyzje i powtarzalnos¢ oraz zwigkszenie ilo$ci probek, ktére moga
by¢ jednoczes$nie analizowane w krotszym czasie [23]. Anality przeprowadzano
w pochodne, stosujac 3-aminopyridylo-N-hydroksysukcynoimid (APDS) jako
odczynnik derywatyzujacy (Schemat 2).

H /O
N 0 H H
| lo + HN—C—COOH — || \||/ Y
N o FL NP 0 R

APDS

Schemat 2
Scheme 2

Automatyczng procedure derywatyzacji wykorzystano réwniez do oznaczenia
zawarto$ci aminokwasow pierwszo- i drugorzedowych [24]. Do oznaczenia ami-
nokwasow pierwszorzedowych jako odczynnik derywatyzujacy zastosowano OPA
w obecnosci 2-merkaptoetanolu (2-ME). Natomiast do derywatyzacji przedkolum-
nowej aminokwaséw drugorzedowych wykorzystano chloromréwczan 9-fluore-
nylometylu (FMOC). Réwnania reakcji z udzialem powyzszych odczynnikow ilu-
struja odpowiednio Schematy 3 i 4. Automatyzacja procedury derywatyzacji, niskie
zuzycie rozpuszczalnikow oraz krotki czas analizy (< 19 min), skutkowaly znaczaca
liczbg analiz o wysokiej przepustowosci. Ograniczeniem stosowania OPA i FMOC
byla ich niestabilno$¢ w temperaturze pokojowej. W swojej pracy Ezquer-Garin
i in. wykazali, ze OPA w temperaturze otoczenia jest trwaly tylko przez co najmnie;j
4 godziny [25]. OPA i FMOC przechowywane w temperaturze okofo 5°C nadawaty
sie do uzytku tylko przez 7 dni.
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COH
HS—R
@i M ——— ~ N—R
COH =

OPA
Schemat 3
Scheme 3
. RR'-NH o' .
+ lub — lub
R-NH,
Q 0
% I
FMOC )\ NRR' NHR
cl o o
(0]
Schemat 4
Scheme 4

OPA zastosowano réwniez do oznaczenia amikacyny - antybiotyku nalezacego
do grupy aminoglikozydéw. W odréznieniu od metody opisanej przez Buha i in.
[24] odczynnikiem sprzegajacym w reakcji derywatyzacji z OPA byla N-acetylo-
-L-cysteina (NAC) (Schemat 3) [25]. Wyniki badan wykazaly, ze wzrost stezenia
NAC zwigkszal stabilno$¢ powstajacej pochodnej fluorescencyjnej, hamujac kine-
tyke reakcji jej rozpadu i jednoczesnie spowalniajac kinetyke reakcji tworzenia.
Konsekwencjg tego bylo wydtuzenie czasu potrzebnego do uzyskania maksymalne;j
wydajnosci reakgji.

CN
COH
—
+ H2N—R + CN- _— N—R
-
COH

NDA

Schemat 5
Scheme 5

W roku 2016, aby oznaczy¢ $ladowe ilosci amin alifatycznych reakcje dery-
watyzacji prowadzono z naftaleno-2,3-dikarboksyaldehydem (NDA) w obecnosci
jonu cyjankowego (Schemat 5) [26]. Podczas opracowania procedury derywatyza-
cji bardzo wazny byt dobdér odpowiedniej ilosci NDA, poniewaz jego zbyt wyso-
kie stezenie sprzyjalo powstawaniu produktéw ubocznych. Stosowany odczynnik
derywatyzujacy charakteryzowal si¢ wysoka trwaloscig. Mogl by¢ przechowywany
w lodéwece przez kilka tygodni w postaci roztworu w brazowej butelce, owinietej
folig aluminiowa. Jedynym ograniczeniem stosowania NDA jest jego cena, ponie-
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waz jest to jeden z drozszych odczynnikéw wykorzystywanych w derywatyzacji
przedkolumnowe;j.

Innym odczynnikiem derywatyzujacym wykorzystywanym do przeksztal-
cenia zwigzkéw, zawierajacych grupy aminowe pierwszorzedowe i drugorzedowe
w pochodnag fluoryzujaca byl wysoce reaktywny 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksa-
diazol (NBD-F) (Schemat 6). NBD-F zostal zastosowany do oznaczenia proliny w
miodzie [27]. W wyniku reakcji derywatyzacji tworzace si¢ pochodne byly stabilne
przez co najmniej 24 godziny w temperaturze pokojowej. Ograniczeniem procesu
derywatyzacji byt dobdr odpowiedniej masy probek miodu. Poniewaz w przypadku
ciezszych nawazek, NBD-F nie mogl w pelni reagowac z oznaczanym analitem, co
byto prawdopodobnie spowodowane faktem, iz podobnie jak prolina, réwniez inne
zwiazki mogly reagowac¢ z NBD-E.

F )\
\ R HN COOH
— '\
o + H2N+COOH —_— N
~ / — '\
N H O
~ /
NO,
NO,
NBD-F
Schemat 6
Scheme 6

Derywatyzacje przedkolumnowsa zastosowano réwniez do oznaczenia lena-
lidomidu (LND), ktérego stezenie monitorowano w osoczu czlowieka [28]. Kon-
wersje analitu (Schemat 7) z utworzeniem wysoce fluorescencyjnej pochodnej pro-
wadzono z fluoreskaming (FLC). FLC po rozpuszczeniu w acetonitrylu mogta by¢
przechowywana w temperaturze —-20°C w ciggu 7 dni bez dostgpu $wiatla.

0 NH,
NH
(6] N
O
LND

Schemat 7
Scheme 7
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Odczynnikiem derywatyzujacym, ktéry zastosowano do oznaczania amino-
kwasow w osoczu krwi pacjentéw bedacych w ostrych stanach chorobowych byt
karbaminian 6-aminochinolinylo-N-hydroksysukcynoimidylu (AQC) (Schemat 8)
[29]. Zaleta tego odczynnika byt fakt, ze tworzace si¢ pochodne mogly by¢ ozna-
czane z wykorzystaniem detektora UV-Vis oraz detektora FLD. Wybdr podwoéjne;j
detekcji podyktowany byt ograniczeniami opracowanej metody. Znaczng ilos¢
oznaczen wykonano za pomoca detektora UV-Vis. Poniewaz niektére zderywaty-
zowane aminokwasy, z uwagi na ich zbyt niskie st¢zenie, byly stabo widoczne na
chromatogramie detektora FLD.

H H
|!| le) 7 = l!l X H O\ //O
N
= | \|]/ N , RRANH_ | \ﬂ/ . N
~ lo) Y lub NS (0]
N o RNH_ N o}
AQC

X=N-RR'lub NH-R

Schemat 8
Scheme 8

Uniwersalnym i niedrogim odczynnikiem wykorzystywanym w derywatyzacji
przedkolumnowej aminokwasoéw pierwszo- i drugorzedowych jest takze 2,4-dini-
trofluorobenzen (DNFB) (Schemat 9) [30]. Zaleta tego odczynnika derywatyzuja-
cego byla wysoka stabilno$¢ tworzacych sie pochodnych aminokwaséw w tempe-
raturze pokojowej. Natomiast ograniczeniem procedury derywatyzacji byl dobor
odpowiedniej ilosci DNFB, poniewaz nadmiar tego odczynnika derywatyzujacego
powodowal sygnat analityczny, ktory interferowal z sygnalem analitu.

Fﬁ Ff
F NO, + H_Cl:_NH —> HC—HN NO, + HF
COOH COOH
O,N O,N
DNFB
Schemat 9
Scheme 9

2.2. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE SULFHYDRYLOWA

W 2014 roku do derywatyzacji kwasu 3-merkaptopropionowego zastosowano
monobromobiman (MBBr) (Schemat 10) [31]. Wybor tego odczynnika derywatyzu-
jacego podyktowany byl wysoka wydajnoscia i stabilno$cig tworzacej sie pochodnej
fluorescencyjnej. Dzigki temu probki mogly by¢ przechowywane w temperaturze
4°C, przez co najmniej jeden rok przy zaledwie okoto 3-5% straty analitu.
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CHs CH, CH3
_
NN 0=\ L N 0
Br S
CHg CH, CH,
MBBr
Schemat 10
Scheme 10

Samara wraz z grupg badaczy derywatyzacje endogennych tioli (Schemat 11)
prowadzili z uzyciem propiolanu metylu (MP) [32]. Jak podkreslajg autorzy dobdr
optymalnych warunkéw do reakcji derywatyzacji zapewnil odpowiednig czulosé
metody oraz wyeliminowal powstanie produktéw ubocznych.

O
N I
HC CH H
X" Mo”7 7?4+ HS—R ——> R\S/C\VKO/CH3
MP
Schemat 11
Scheme 11

Proces konwersji chemicznej analitu wykorzystano takze do oznaczenia kwasu
liponowego (LA) w moczu oraz suplementach diety [33]. Reakcje derywatyzacji
poprzedzono etapem redukcji wigzania disiarczkowego, w celu przeksztalcenia LA
do kwasu dihydroliponowego (DHLA). Zredukowana forma LA byta nastepnie
przeprowadzana w pochodng za pomocg bromku 1-benzylo-2-chloropirydynio-
wego (BCPB) (Schemat 12). W odréznieniu do innych odczynnikéw derywatyzuja-
cych, BCPB z DHLA reagowal bardzo szybko w temperaturze pokojowej i z dobra
wydajnoscia.
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OH
O~_ _OH O 0"
= xn
redukcja N |
. + 2 N Cl N+/ B
—_— r
SH Br
S
/
J SH NN
LA DHLA —
Br
Schemat 12
Scheme 12

2.3. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE HYDROKSYLOWA

Przykladem analitu zawierajacego w swojej czasteczce grupe -OH jest euge-
nol. Do derywatyzacji tego zwigzku zastosowano dwa odczynniki derywaty-
zujace. Jak wynika z danych literaturowych, metoda analityczna oznaczania
eugenolu z wykorzystaniem 4-(N-chlorometyloformylometylo-N-amino-7-nitro-
2,1,3-benzoksadiazolu (NBD-COCI) (Schemat 13) [34] charakteryzowala sie
6,7-krotnie wyzszg czulo$cia w poréwnaniu do tej, w ktérej derywatyzacje pro-
wadzono z 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazolu (NBD-F) (Schemat 14) [35].
Reakcja derywatyzacji eugenolu z NBD-COCI zachodzita w bardzo krétkim czasie
w temperaturze pokojowej. Dzigki temu etap przygotowania prébek do analizy nie
byt czasochtonny, a opracowana metoda oznaczania eugenolu w oleju gozdzikowym
moze by¢ z powodzeniem stosowana do rutynowych analiz.

NO, NO,
N srodowisko /N\
- \O + R-OH zasadowe 0
_—
R N
|
cl o N
N ~
0 o)
NBD-COCI
Schemat 13

Scheme 13
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R
F
N srodowisko N
— N zasadowe PN
o + ROH ——>
~ 7/ ~ /
N N
NO, NO,
NBD-F
Schemat 14
Scheme 14

2.4. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE KARBOKSYLOWA

Derywatyzacja przedkolumnowa zastosowana zostala réwniez do oznacza-
nia fitohormonéw - zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze grupe karbok-
sylowa [36]. Odczynnikiem, ktéry wykorzystywano do przeksztalcenia analitow
w pochodne fluoryzujace byl 2-(11H-benzo[a]-karbazol-11-ilo)etylo-4-metyloben-
zenosulfonian (BCETS). Reakcje (Schemat 15) prowadzono w obecnosci wspoét-
rozpuszczalnika N,N-dimetyloformamidu i katalizatora K,CO,, aby zwigkszy¢ jej
wydajnos¢ i selektywno$¢, poprawi¢ czutosé detekeji oraz zapobiec wytrgcaniu sie
produktéw ubocznych.

Schemat 15
Scheme 15

Grupe innych fitohormondw, ktéra stanowilo 8 giberelin oznaczono réwniez
w pomidorach i gruszkach [37]. W tym celu derywatyzacje przedkolumnowa prowa-
dzonoz1,3,5,7-tetrametylo-8-butyretylenodiaminodifluoroboradiaza-s-indacenem
(TMBB-EDAN) w obecnosci chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)
karbodiimidu (EDC) i pirydyny (Schemat 16). Autorzy w swojej pracy podkreslili,
ze TMBB-EDAN reagowal selektywnie z grupa karboksylowa tylko w tagodnych
warunkach, co wplyneto na wydluzenie czasu reakeji derywatyzacji.



DERYWATYZACJA CHEMICZNA W WYSOKOSPRAWNE] CHROMATOGRAFII CIECZOWE] 789

pirydyna

RCOOH E0C

TMBB-EDAN

Schemat 16
Scheme 16

2.5. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE ALDEHYDOWA

W roku 2015 opracowano metod¢ oznaczania formaldehydu w prébkach piwa
[38]. Do reakcji derywatyzacji zastosowano chlorowodorek etoksyaminy (EAHC),
ktorego pochodne byly stabilne tylko przez 2 dni. Procedura przeksztalcenia analitu
w pochodna byta relatywnie szybka i przebiegata w fagodnych warunkach.

I o
CH,CH,OH,N -HCI + HCH C|:H2 +  HCI HCH + HCl + H,0
NHOCH,CH, NOGH,CH,
EAHC
Schemat 17
Scheme 17

2.6. INNE SPOSOBY DERYWATYZAC]JI ANALITU

W celu okre$lenia zawartosci 2-cyjanoacetamidu (2-CA) w probkach farma-
ceutycznych, optymalizacji poddano dwie procedury przeprowadzania analitu
w pochodnag fluoryzujaca - derywatyzacje przed- i pokolumnowa [39]. Reakcje
wykonywano stosujac jako odczynnik derywatyzujacy 2-hydroksyacetofenon
(2-HAP) (Schemat 18). Dousa i in. wykazali, ze metoda oznaczania 2-cyjanoaceta-
midu oparta na derywatyzacji przedkolumnowej charakteryzowata si¢ wyzsza czu-
toscig w poréwnaniu do metody z zastosowaniem derywatyzacji pokolumnowej, ale
nieco mniejszg precyzja i doktadnoscia. Autorzy podkreslali, ze ograniczeniem pro-
cedury derywatyzacji przedkolumnowej byta bardzo wysoka temperatura, ktéra nie
mogta by¢ przekroczona, poniewaz dochodzilo wéwczas do degradacji powstajacej
pochodnej. Z kolei duzy nadmiar odczynnika derywatyzujacego powodowal spadek
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intensywnosci fluorescencji, dlatego tez bardzo wazne byto dobranie odpowiedniej
objetosci 2-HAP do reakcji derywatyzacji, w wyniku ktorej tworzace si¢ pochodne
byty stabilne przez okoto 24 godziny.

OH
(0]
C -
4 _>:o 0
+ > 0) S
H,N
NH

2-HAP

Schemat 18
Scheme 18

W ostatnich latach opracowano metode oznaczania tiosiarczanéw w moczu
czlowieka z wykorzystaniem tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego
(CMQT). Odczynnik ten byl réwniez szeroko stosowany do oznaczania egzo-
i endogennych tioli w probkach biologicznych [4]. Ze wzgledu na to, iz reakeji
CMQT z tiosiarczanami towarzyszy silne przesunigcie batochromowe, mozliwe byto
zastosowanie duzych nadmiaréw odczynnika derywatyzujacego wzgledem analitu,
co rowniez wplynelo na skrécenie czasu reakeji derywatyzacji [40].

N - =2. N . _ -
+ 8,07+ H,0 pH=2-8 + SOZ + oH + o+ BF,
- .
MCRN s

CH B CH,

Schemat 19
Scheme 19

W Tabeli 4 zebrano informacje dotyczace prezentowanych w pracy zwiazkow,
ktdre oznaczane sg z zastosowaniem derywatyzacji przedkolumnowej.
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3. DERYWATYZACJA POKOLUMNOWA

Derywatyzacja pokolumnowa posiada wiele zalet oraz wad (Tab. 3). Do jej nie-
watpliwych atutéw mozna zaliczy¢ skrdocenie czasu przygotowania probki, ponie-
waz odczynnik derywatyzujacy wprowadzany jest do uktadu. Zostaje zatem wyeli-
minowany wieloetapowy proces derywatyzacji przedkolumnowej, ktory moze by¢
zrodtem zmniejszonej powtarzalnosci uzyskiwanych wynikow. Kolejna zaletg jest
tworzenie si¢ pochodnych tuz przed ich detekcja, co utatwia prace z analitami, ktdre
tworza malo stabilne pochodne. Mocng strong tej metody jest takze mozliwos¢ sto-
sowania kilku detektoréw, ktore wykorzystywane sg do oznaczania zaréwno powsta-
tych po reakeji pochodnych, jak i zwigzkéw przed derywatyzacja. Niestety, jak kazda
procedura analityczna, réwniez derywatyzacja pokolumnowa posiada swoje wady.
Najwigekszym minusem jest koniecznos¢ czestego stosowania dtugich petli reakeyj-
nych, co wplywa niekorzystnie na efektywnos¢ rozdzielania. Dodatkowo ten rodzaj
derywatyzacji wigze si¢ z wigkszymi kosztami zakupu sprzetu, poniewaz konieczne
jest wyposazenie chromatografu w dodatkowa pompe dozujacg odczynnik derywa-
tyzujacy. Zastosowanie derywatyzacji pokolumnowej wiaze si¢ rdwniez z zuzyciem
wigkszych ilosci odczynnika derywatyzujacego. Odczynnik ten, z uwagi na szybko$¢
przeptywu analitu z kolumny do detektora, musi charakteryzowac¢ sie wysoka reak-
tywnoscia [6].

3.1. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE AMINOWA

Do oznaczania amin biogennych technika HPLC najczesciej stosuje si¢ jako
odczynnik derywatyzujacy OPA, ktory reaguje z grupa aminowg analitu w obecnosci
grup sulfhydrylowych (Schemat 3) [41-45]. W $wietle derywatyzacji pokolumno-
wej odczynnik ten charakteryzuje sie szybka kinetyka reakcji w temperaturze poko-
jowej, a takze tworzeniem wysoce fluorescencyjnej pochodnej. Co jest wazne, odpo-
wiedni dobér czynnika nukleofilowego np. 2-ME, jak rowniez ograniczony dostep
$wiatla zapobiegaja degradacji odczynnika derywatyzujacego. Natomiast dodanie
srodka powierzchniowo czynnego (np. Brij 35) znacznie poprawia stabilnos¢ two-
rzacych sie pochodnych. Innym odczynnikiem derywatyzujgcym, ktory reaguje ze
zwigzkami zawierajacymi grupe aminowsg jest 1,2-naftochinono-4-sulfonian sodu
(NQS) [46]. W przeciwienstwie do OPA jest jednym z rzadziej stosowanych odczyn-
nikéw, mimo, iz cechuje si¢ niskimi kosztami. NQS reaguje z grupami aminowymi
w roztworze alkalicznym tworzac pochodng fluorescencyjng. Ze wzgledu na ten fakt
odczynnik derywatyzujacy rozpuszczano w fazie ruchomej, a dopiero eluat mieszat
sie z NaOH w petli reakcyjnej. NQS zostat zastosowany do derywatyzacji pokolum-
nowej streptomycyny wystepujacej w ogorku i kapuscie pekinskiej.
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3.2. DERYWATYZACJA Z WYKORZYSTANIEM NANOCZASTEK

Proces derywatyzacji pokolumnowej mozna réwniez prowadzi¢ z zastosowa-
niem nanoczgstek tlenku terbu (Tb,0_NPs) jako odczynnika derywatyzujacego do
oznaczania pozostalo$ci antybiotykow chinolonowych w prébkach mleka [47]. Etap
derywatyzacji opieral si¢ na tworzeniu luminescencyjnych chelatéw chinolonéw
z Tb,O,NPs. Derywatyzacje pokolumnowg prowadzono réwniez z wykorzystaniem
nanoczastek ztota (AuNPs) pokrytych niejonowym surfaktantem - Zonylem. Indu-
kowana przez analit agregacja AuNPs mierzona byla kolorymetrycznie. Zaletg takiej
reakcji jest niezwykle szybka kinetyka agregacji nanoczastek oraz wysoka selektyw-
no$¢ wigzania si¢ z homocysteing [48].

3.3. DERYWATYZACJA PRZEZ GRUPE SULFHYDRYLOWA

Derywatyzacje zwiazkow zawierajacych w swojej czasteczce nukleofilowa
grupe —SH w obecnosci odpowiedniej aminy pierwszorzedowej w srodowisku zasa-
dowym prowadzono z uzyciem OPA [49]. Jony amonowe niezbedne do utworzenia
wysoce fluorescencyjnej pochodnej rozpuszczone byly w fazie ruchomej. Innym
odczynnikiem derywatyzujacym, ktory zastosowano do derywatyzacji zwigzkow
tiolowych byl odczynnik Ellmana (kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy)) (DTNB)
[50]. Reakcje derywatyzacji biotioli z DTNB prowadzono w obecnoséci metylo--
cyklodekstryny. Dodanie tego zwigzku cyklicznego do odczynnika derywatyzuja-
cego ulatwialo jego reakcje z tiolami. Ozyiirek wraz z wspot. zaobserwowali rowniez,
ze DTNB uprzednio rozpuszczony w roztworze metylo-f-cyklodekstryny zwiekszat
stabilnos¢ tworzacych si¢ pochodnych.

3.4. INNE SPOSOBY DERYWATYZAC]I ANALITU

Jak opisano wczesniej w podrozdziale 2.6, odczynnik derywatyzujacy 2-HAP
moze by¢ stosowany do derywatyzacji 2-cyjanoacetamidu zaréwno w reakcji pro-
wadzonej przedkolumnowo, jak i pokolumnowo (Schemat 18) [40]. Autorzy wyka-
zali, ze w przeciwienstwie do metody opartej na derywatyzacji przedkolumnowej,
metoda wykorzystujaca derywatyzacje pokolumnowg charakteryzowata si¢ wyzsza
precyzja i dokladnoscig. W 2015 r. opublikowano prace, w ktorej derywatyzacje
pokolumnowg z 2,2-difenylo-1-pikrylhydrazylem (DPPH) wykorzystano do ozna-
czania szeregu homologicznego skondensowanych polifenoli w niepalonych ziar-
nach kakaowca [51]. Niewatpliwie zaleta tego odczynnika derywatyzujgcego jest
fakt, iz umozliwia oznaczanie polifenoli, a takze okreslenie zdolnosci przeciwutle-
niajacej wydzielonych skondensowanych polifenoli.

Zestawienie omawianych metod oznaczania wybranych zwigzkow z zastosowa-
niem derywatyzacji pokolumnowej przedstawiono w Tabeli 5.
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4. DERYWATYZACJA W KOLUMNIE

Spoéréd trzech rodzajow prowadzenia reakcji derywatyzacji ta w kolumnie
jest najrzadziej stosowana. W polaczeniu z technikg HPLC umozliwia prowadzenie
szybkich i prostych analiz z uzyskaniem waskich i ostrych pikéw w poréwnaniu do
analiz z wykorzystaniem derywatyzacji pokolumnowej [1].

Na przestrzeni lat 2010-2016 zostaly opublikowane 3 artykuly, dotyczace
zastosowania derywatyzacji chemicznej biegnacej w kolumnie chromatograficznej
(Tab. 6).

Tabela 6. Wybrane przyklady metod wykorzystujacych derywatyzacje w kolumnie

Table 6. The selected methods using on-column derivatization
. Odczynnik . A A, LOD LOQ .
Analit derywatyzujacy Matryca Detekcja (nm] [umol/l] [umol/l] Lit.
zred. Hey b.d. 0,025
mocz , (52]
tHey b.d. 0,025*
tiolakton bd. 0,02°
Hey mocz
tHey OPA FLD 370/480 bd. 0,25 (53]
tHey b.d. 0,25"
osocze
N-Hcy b.d. 0,25°
tHcy wino 0,05" 0,1° [54]

* Obliczone dla roztworéw standardowych.
b.d. - brak danych.

Opisane analizy prowadzono technikg HPLC z detekcjg FLD [52-54]. Odczyn-
nikiem, ktéry wykorzystywano do przeksztalcania badanych analitéw w pochodna
fluoryzujaca byt OPA (Schemat 20). Opracowane metody pozwolily na oznaczanie:
formy zredukowanej (Hcy) i catkowitej homocysteiny (tHcy) w moczu cztowieka
[52]; tiolaktonu homocysteiny, homocysteiny zwigzanej z proteinami wigzaniem
amidowym (N-Hcy) oraz tHcy w osoczu i moczu czlowieka [53]; jak réwniez tHcy
w winie [54]. Do fazy ruchomej dodawano OPA oraz 0,1 M NaOH, w konsekwen-
cji czego pH fazy bylo silnie zasadowe. Wykonanie analizy o wysokiej wydajnosci
w drastycznych warunkach umozliwilo zastosowanie kolumny PRP-1 Hamilton
C18. Z uwagi na jej stabilnos¢ w zakresie pH 1-13, reakcja derywatyzacji mogta by¢
prowadzona przy wysokich wartoéciach pH (8-13). Dzieki temu nie dochodzito do
degradacji wypelnienia kolumny i utraty jej sprawnosci.
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Schemat 20
Scheme 20

Derywatyzacja w kolumnie uproscita procedure, umozliwiajac tym samym bez-
posrednie oznaczenie hydrolizatéw bialek osocza [54], co znaczaco przyspieszyto
réwniez oznaczenie formy N-Hcy. Dodatkowo pozwolila ona obnizy¢ wartosci LOD
tHcy w moczu, w poréwnaniu do wczesniej opisanej metody [53]. Przedstawione
powyzej metody oparte na derywatyzacji w kolumnie z OPA, przede wszystkim eli-
minujg ograniczenia derywatyzacji pokolumnowej. Skracaja catkowity czas analizy
oraz pozwalaja uzyskac¢ waskie piki chromatograficzne.

PODSUMOWANIE

Koncepcja zielonej chemii propaguje dzialania zmierzajace do wyeliminowa-
nia, badz ograniczenia stosowania procesu derywatyzacji. Dostepne sa procedury
analityczne stosowane do rozdzielania analitdw bez ich uprzedniego przeprowa-
dzenia w pochodne. Jednakze czesto sg one bardzo pracochtonne, bagdz wymagajg
specjalistycznej aparatury. Dlatego tez alternatywa wobec tych ograniczen staje
sie proces derywatyzacji, ktéry przede wszystkim zwigksza selektywnos$¢ i czu-
to$¢ oznaczen. Poprzez wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych, poprawia
wlasciwosci separacyjne analizowanych zwigzkéw oraz umozliwia ich detekcje.
Przeprowadzenie analitu w pochodng z wykorzystaniem powszechnie dostepnych
odczynnikow derywatyzujacych mozna tatwo zautomatyzowaé, zmniejszajac ilosé
etapOw przygotowania probki i tym samym poprawi¢ powtarzalnos¢ uzyskiwanych
wynikow. Liczne zalety oraz szeroka gama odczynnikéw derywatyzujacych warun-
kuja nieustanny rozwéj technik derywatyzacji i opracowywanie nowych procedur
oznaczania.
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