WIADOMOSCT 2020, 74, 1-2
chemicziie PL ISSN 0043-5104

ROZNE OBLICZA WODNEJ FAZY RUCHOMEJ
W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

MISCELLANEOUS ASPECTS OF THE AQUEOUS
MOBILE PHASE IN LIQUID CHROMATOGRAPHY

Mikolaj Dembek, Szymon Bocian*

Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki, Wydzial Chemii Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu ul. Gagarina 7, 87-100
*e-mail: bocian@chem.umk.pl

Abstract

Wykaz stosowanych skrotow

Wprowadzenie

1. Wihasciwosci wody w chromatografii cieczowej
2. Woda w stanie podkrytycznym

3. PALC — Per Aqueous Liquid Chromatograpy

4. Wykorzystanie wody w temperaturze pokojowej
Uwagi koncowe

Pismiennictwo cytowane




90 M. DEMBEK, S. BOCIAN

Mgr inz. Mikolaj Dembek — w 2017 roku uzyskat tytut
zawodowy magistra chemii w Katedrze Chemii Materiatow,
Adsorpcji i Katalizy Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. W 2019 roku uzyskat tytut
zawodowy inzyniera materialow wspodtczesnych technologii
w Katedrze Chemii Srodowiska i Bioanalityki Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu.
Obecnie wykonuje doktorat w Katedrze Chemii Srodowiska
i Bioanalityki (promotor - dr hab. Szymon Bocian)
o tematyce zwiazanej z zastosowaniem czystej wody jako
fazy ruchomej w technikach chromatografii cieczowej. Jest
autorem 4 publikacji naukowych, w tym jedna w produkcji.

% @ https://orcid.org/0000-0002-2222-0421
e

Dr hab. Szymon Bocian, prof. UMK - w 2011 roku
uzyskat stopien doktora nauk chemicznych (promotor- prof.
dr hab. Bogustaw Buszewski) a w 2016 roku uzyskat stopien
doktora habilitowanego. Rozprawa habilitacyjna zostata
nagrodzona przez Komitet Chemii Analitycznej PAN.
Obecnie pracuje jako profesor uniwersytetu w Katedrze
Chemii Srodowiska i Bioanalityki Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu. Jest laureatem
Stypendium "Start" Fundacji na rzecz Nauki Polskiej oraz
Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla
wybitnych mlodych naukowcéw. Autor 64 publikacji
z  zakresu chromatografii cieczowej, syntezy faz
stacjonarnych do chromatografii cieczowej i opisu zjawisk powierzchniowych
zachodzacych w uktadzie chromatograficznym.

% @ https://orcid.org/0000-0003-3936-447X
[k =Er




ROZNE OBLICZA WODNEJ FAZY RUCHOMEJ W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ 91

ABSTRACT

Nowadays analytical chemistry, and especially chromatographic techniques,
are becoming more and more popular, for example in the pharmaceutical industry
[1]. Due to the increasing number of analyses, the amount of chromatographic
waste is also increasing. They are harmful and toxic both to the environment and to
humans. Therefore, there is a need to search for new solutions, apparatus and
materials to achieve the so-called "green chromatography" [1]. Such a goal can be
achieved by various methods. The most popular are miniaturization of analyses to
reduce the amount of waste, reduction of analysis time, replacement of solvents
with biodegradable ones, or application of aquatic conditions of analysis [2]. The
following paper deals with the issue of using only water as a mobile phase for
analysis in liquid chromatography. This mainly involves the use of appropriate
conditions, materials and equipment. A change in the conditions of the analysis
affects, first of all, the changes in the properties of water which is a mobile phase.
When the temperature increases dielectric constant, viscosity and polarity of the
water decreases. Optimizing these properties can allow successful separation using
only water as a mobile phase [3, 4]. The following article also deals with the issue
of the relatively new PALC [5] (per aqueous liquid chromatography) technique (see
Fig. 3) and the analysis with the use of pure water as an eluent at room temperature,
thanks to the use of polar-embedded and polar-endcapped stationary phases [6]. The
latter technique is the most desirable, because it does not require the application
of unusual conditions of chromatographic analysis, and at the same time fits
perfectly into the assumptions of "green chromatography". The promising results
of these techniques give a forward-looking view of liquid chromatography as
an environmentally friendly technique.

Keywords: liquid chromatography, pure water, per aqueous liquid chromatography,
polar-embedded stationary phases
Stowa kluczowe: chromatografia cieczowe, czysta woda, wodna chromatografia

cieczowa, fazy stacjonarne z wbudowanymi grupami polarnymi
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ACN — acetonitryl

ANP LC — chromatografia cieczowa w normalnym ukladzie faz
z wykorzystaniem wody (ang. aqueous normal phase liquid
chromatography)

HILIC — chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych (ang.
hydrophilic interaction liquid chromatography)

HTLC — wysokotemperaturowa chromatografia cieczowa (ang.
high-temperature liquid chromatography)

ODS —krzemionka z dolaczonymi oktadecylowymi
tancuchami alkilowymi (ang. octadecyl silica)

PALC — wodna chromatografia cieczowa (ang. per aqueous liquid
chromatography)

PHW-LC — chromatografia cieczowa z wykorzystaniem goracej wody
pod cisnieniem (ang. pressurized hot water liquid
chromatography)

PIPAAmM — poli(N-izopropyloakryloamid)

PS-DVB — polistyren-diwinylobenzen

RPLC — chromatografia cieczowa w odwroconym uktadzie faz

(ang. reversed phase liquid chromatography)

SBWC —chromatografia z wykorzystaniem wody w stanie
podkrytycznym (ang. subcritical water chromatography)

SHWC — chromatografia z wykorzystaniem przegrzanej wody
(ang. superheated water chromatography)

WRP-LC — chromatografia cieczowa w odwrdconym ukladzie faz
w warunkach tylko wodnych (ang. water-only reversed phase
liquid chromatography)
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach coraz mocniej wzrasta zainteresowanie 1 nacisk na
ekologiczno$¢ zycia, a w tym rdwniez proceséw produkeji, wykorzystania materiatow
oraz usuwania odpadow. Wiaze si¢ to bezposrednio z wieksza $wiadomoscia ludzi
w zakresie dbania o §rodowisko. W naukach chemicznych spowodowato to powstanie
nowej poddziedziny jaka jest ,,zielona chemia”. Sformutowanie to zostalo uzyte po raz
pierwszy w 1999 roku przez Anastas’a [7]. "Zielona chemia" skupia si¢ przede
wszystkim na opracowaniu proceséw, materiatow, narzedzi oraz utylizacji odpadow, tak
aby mialy one jak najmniej szkodliwy wplyw na Srodowisko naturalne oraz na zdrowie
ludzi. Dzialania gltéwnie kierunkuja sie w strone poprawienia gospodarki procesowej,
redukcje lub eliminacje ilosci produkowanych odpadow, a takze ograniczenie ryzyka
i zagrozen w wielkoskalowych procesach przemystowych, gdyz te maja najwickszy
wplyw na $rodowisko [1]. Zmniejszenie ilo$ci odpadéw wiaze si¢ rdwniez z chemia
analityczna, w tym z odpowiednim przygotowaniem probek oraz wykonywaniem analiz
chromatograficznych [8].

Opracowanie procesow i produktéw jak najbardziej przyjaznych dla srodowiska
moze odbywac si¢ z zachowaniem tzw. 12 zasad zielonej chemii [9]. Skupiaja si¢ one
przede wszystkim na wdrazaniu produktow i procesow jak najbardziej ,,zielonych”. Jak
w wiekszos$ci procesow wieloparametrowych musza by¢ podejmowane decyzje
i kompromisy, tak, aby jak najlepicj dostosowaé te dzialania do mozliwosci
i okolicznosci procesow.

Ze wzgledu na powszechno$¢ technik chromatograficznych w analizach
chemicznych wylonila sie¢ réwniez poddziedzina ,zielonej chemii” jaka jest ,,zielona
chromatografia”. Gtéwne zatozenia wprowadzane w ramach jej zasad to:

e redukcja ilosci zuzywanych rozpuszczalnikéw organicznych w analizach,
e wprowadzenie czystej wody jako jedynego sktadnika fazy ruchome;j,
e stosowanie ekologicznych, biodegradowalnych rozpuszczalnikow [2].

Rozpuszczalniki  powszechnie  stosowane w  chromatografii  cieczowej
w odwroconym uktadzie faz, takie jak acetonitryl, metanol, izopropanol,
tetrahydrofuran oraz dodatki tj. kwas trifluorooctowy, ktory jest wysoce ekotoksyczny
i powoli rozklada si¢ w $rodowisku, sa gtéwnym zrodtem powstawania szkodliwych
odpadow. Biorac pod uwage ,zielong chromatografi¢”, nalezy je zastapi¢
alternatywnymi, przyjaznymi dla s$rodowiska zamiennikami. Dlatego wazne jest
znalezienie technik chromatograficznych, w ktdrych wyzej wymienione rozpuszczalniki
sa zastepowane mniej toksycznymi, takimi jak na przyklad etanol [10] (etanol
przypisywany jest do rozpuszczalnikow "zielonych" ze wzgledu na jego niska
toksyczno$¢ i ewentualna synteze ze zrodet odnawialnych, ale gléwnie dlatego, ze jego
obecnos¢ w przyrodzie ma niewielki wptyw na $rodowisko), woda [11, 12], woda
w stanie podkrytycznym [3, 4], czy ciekly dwutlenek wegla [13].
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1. WEASCIWOSCI WODY W CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Woda w chromatografii cieczowej wykorzystywana jest w bardzo wysokich
ci$nieniach oraz przy stalym przeptywie przez $cisle upakowana w kolumnie faze
stacjonarng. Wpltywa to na szereg zmian w jej wlasciwosciach, a co za tym idzie, na
zmiany w jej oddziatywaniach z faza stacjonarng i analitami. Ze wzgledu na
wieloparametrowos$¢ analiz chromatografii cieczowej, czyli zmiany w ci$nieniu,
predkosci przeplywu, temperaturze analizy oraz polarnosci fazy ruchomej i fazy
stacjonarnej, a takze rozpuszczalnosci i polarnosci analitow, kazdy z tych
parametrow w mniej lub bardziej znaczacy sposob wplywa na wlasciwosci wody.
Dzieki znajomosci tych zmian mozna w odpowiedni sposéb optymalizowaé
wiasciwosci wody w zaleznosci od potrzeb. Mimo, iz takie dziatania sg wykonalne,
rzadko sg praktykowane ze wzglgdu na zbyt duza ilo$¢ czynnikow [3, 4].

Optymalizacja wlasciwosci fazy ruchomej bazuje przede wszystkim na
wplywaniu na retencj¢, sprawno$¢ oraz rozdzielczo$¢ podczas analizy.
Podstawowym sposobem wptywania na zmiany we wlasciwosciach fazy ruchomej
jest dodatek do wody modyfikatora organicznego. Wptywa to przede wszystkim na
polarno$¢ fazy ruchomej, dzigki czemu, dobierajac odpowiedni sktad, mozemy
dopracowywaé metode rozdzielenia. Jednakze zatozenia ,,zielonej chromatografii”
daza do redukcji lub catkowitej eliminacji rozpuszczalnikéw organicznych
w analizach chromatograficznych. Jednym z wyzej juz wymienionych dziatan jest
wykorzystanie czystej wody jako jedynego skladnika fazy ruchome;j
w chromatografii cieczowej. Poprzez operowanie takimi parametrami jak
temperatura czy polarno$é fazy stacjonarnej mozliwe jest przeprowadzanie analiz
w czystej wodzie [2—4].

W standardowo prowadzonych warunkach rozdzielen chromatograficznych
w ukladzie odwréconych faz chromatografii cieczowej RP LC (ang. Reversed
Phase Liquid Chromatography), czy chromatografii cieczowej oddzialywan
hydrofilowych HILIC (ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography),
woda jest zbyt polarnym rozpuszczalnikiem, aby mogla by¢ stosowana
samodzielnie jako eluent. Jednakze prowadzenie analiz w warunkach podwyzszonej
temperatury znaczaco wpltywa na wilasciwosci wody. Taka technika bazuje na
wykorzystaniu czystej wody w stanie podkrytycznym, czyli ponizej 374°C i 218
atm. [14-17].

W ostatnich latach, stosunkowo nowa technikg jest PALC (ang. Per Aqueous
Ligquid Chromatography), ktéra w duzej mierze bazuje na technice HILIC.
W podstawach zaktada ona, iz w wysoce wodnych, a wigc w polarnych warunkach
hydrofilowa powierzchnia krzemionki, w wyniku zwigkszonej aktywnosci grup
siloksanowych, zmienia swoj charakter na mniej polarny. Dzigki temu istnieje
mozliwos¢ rozdzielania szeregu zwiazkéw polarnych przy zastosowaniu wysokiej
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zawartosci wody (powyzej 90%) w fazie ruchomej lub catkowicie wodnych
warunkow [5, 18-20].

Ostatnim opisanym w tym artykule podejsciem do osiagnigcia ,,zielonej
chromatografii” poprzez zastosowanie czystej wody w chromatografii cieczowej
jest wykorzystanie odpowiednio przygotowanych faz stacjonarnych pozwalajacych
na rozdzielanie substancji zaré6wno polarnych jak i niepolarnych. Fazy stacjonarne
z wbudowanymi grupami polarnymi (ang. polar-embedded) oraz z grupami
polarnymi dolgczonymi na etapie wtérnej silanizacji (ang. polar-endcapped),
pozwalaja na osiggnigcie mieszanego mechanizmu retencji. Jest to swoistego
rodzaju udoskonalenie faz oktadecylowych (ODS — ang. octadecylsilica, C18),
bedacych fazami niepolarnymi, poprzez wprowadzenie polarnych grup
funkcyjnych. Sprawia to, iz na poziomie retencji analitu, w zaleznosci od jego
polarnosci, oddziatuje on z czescig polarng lub niepolarng zwigzanej fazy
stacjonarnej. Rownoczesnie poprawia to zwilzalno$¢ powierzchni fazy stacjonarnej
przy stosowaniu czystej wody jako fazy ruchomej [21].

2. WODA W STANIE PODKRYTYCZNYM

Stosowanie tak silnie polarnego rozpuszczalnika jakim jest woda jako
jedynego eluentu podczas analiz chromatograficznych moze prowadzi¢ do
uzyskiwania zbyt dlugich czasow retencji (w przypadku uktadu RP LC) lub zbyt
krotkich, wigzacych sie jednoczesnie z bardzo malg rozdzielczoscia (w przypadku
uktadu HILIC). Dobér odpowiednich warunkéw analizy moze pozwoli¢ na
ominiecie tego problemu. Woda w podwyzszonej temperaturze posiada znaczaco
inne wlasciwosci, niz woda w temperaturze bliskiej temperaturze pokojowej [4].

Wysoka temperatura okazuje si¢ by¢ pojeciem nie do konca zdefiniowanym.
Zazwyczaj dla wody okreslana jest jako ,,wyzsza niz temperatura pokojowa” oraz
»WYyzsza niz temperatura wrzenia jednego ze sktadnikdéw fazy ruchomej”, jednakze
mozna si¢ spotka¢ w literaturze z bardziej dokladnymi okresleniami, takimi jak
»Wyzsza niz 100°C”, czy tez ,,w zakresie 40°C do 200°C” [14, 22]. Zainteresowanie
zwiazane z temperatura jako kluczowym parametrem w chromatografii cieczowej
jest wciaz niewielkie i nie pojawiaja si¢ w rutynowej pracy laboratoryjnej.
Ograniczeniem tych technik moze by¢ brak dostepnych na rynku urzadzen, takich
jak termostaty kolumn do chromatograféw cieczowych, ktére moga osiagac
i utrzymywaé wysoka temperature (do 200°C) oraz ograniczona ilo$¢ stabilnych
termicznie faz stacjonarnych, np. PRP-1 [23], PS-DVB [24]. Mimo to, w ostatnich
dwéch dekadach temat ten cieszyt sie coraz wigkszym zainteresowaniem, co mozna
zaobserwowac w kilku opublikowanych pracach przegladowych [3, 4, 14, 15, 22,
25-28]. Duze spektrum parametréw fizykochemicznych, na ktére wplywa
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temperatura, moze wplywac zniechecajaco dla analitykdw. Czgsto wspominany jest
jedynie wptyw temperatury na spadek lepkosci fazy ruchomej. Inne wazne efekty,
takie jak spadek sily elucyjnej wzgledem analitow polarnych, wzrost dyfuzji oraz
zmiana selektywnosci i stopnia dysocjacji zwigzkow jonowych czesto nie sg brane
pod uwage. Prowadzi to do zmiany wnioskéw dotyczacych manipulowania
temperaturg jako parametrem, iz rzeczywiste zalety 1 wady analizy
wysokotemperaturowej nie sg catkowicie poznane [14].

Woda w stanie podkrytycznym posiada temperature i ci$nienie
nieprzekraczajace punktu krytycznego, czyli 374°C i 218 atm. [16]. Diagram
fazowy wody zostal zamieszczony na Rysunku 1. Operujac wodg w podwyzszonej
temperaturze, nalezy zapewni¢ odpowiednie cisnienie, tak aby znajdowata si¢ ona
w stanie cieklym. Techniki chromatograficzne wykorzystujace taka fazg ruchoma
nie majg jednolicie uscislonej nazwy, a w literaturze pojawia si¢ wiele okreslen,
miedzy innymi “Subcritical Water Chromatography” (SBWC), “Chromatography
in very hot water”, “Superheated Water Chromatography” (SHWC) [14], “High
Temperature Liquid Chromatography” (HTLC), czy “Pressurized Hot Water Liquid
Chromatography” (PHW-LC) [15, 16]. W polskiej literaturze nie spotkamy sig¢
z innym okresleniem niz wysokotemperaturowa chromatografia cieczowa, czy
chromatografia wodna w stanie podkrytycznym, jednakze nie bedziemy
podejmowac sie ttumaczenia powyzszych okreslen, gdyz w wiekszosci odnoszg sie
one do tych samych warunkéw, czyli uzycia wodnej fazy ruchomej znajdujacej si¢
w podwyzszonej temperaturze i ci$nieniu, nie przekraczajgcym punktu
krytycznego.

Czysta woda moze by¢ uzyta jako jedyny eluent w wysokotemperaturowej
chromatografii cieczowej gléwnie ze wzglgdu na zmiane jej wzglednej
przenikalnosci elektrycznej (daw. stalej dielektrycznej) wraz z temperaturg. Przy
zmianie temperatury z 25°C do 200°C, wzgledna przenikalno$¢ elektryczna wody
spada z 85 do 35 (Rys. 2). Sprawia to, iz woda zaczyna zachowywaé si¢ jak
rozpuszczalnik organiczny. Dzigki temu woda moze sta¢ si¢ niezwykle skutecznym
rozpuszczalnikiem dla substancji organicznych o niskiej polarnosci [29]. Pozwala
to rowniez na prowadzenie analiz chromatograficznych w catkowicie "zielonych"
warunkach dla stabilnych termicznie analitow i faz stacjonarnych [22].
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Rysunek 1. Diagram fazowy wody pozwalajacy na odczytanie wartosci punkty potrojnego i krytycznego.
Umieszczone zostaly rowniez zakresy temperatury i cisnienia dla omawianych w tym artykule
technik

Figure 1. Water phase diagram allowing to read triple point and critical point. There can be seen also
temperature and pressure ranges for all of the techniques discussed in this article

W temperaturze pokojowej, w typowych uktadach chromatograficznych, woda
jest zbyt polarna, aby mogla by¢ efektywnym eluentem. Jednak wraz ze wzrostem
temperatury mozna zaobserwowaé drastyczny spadek polarno$ci wody. Wysoka
warto$¢ temperatury w punkcie krytycznym wody pozwala na wybor szerokiego
spektrum wartosci temperatury i ci$nienia do prowadzenia analiz. Tak unikalne
wlasciwosci wody w stanie podkrytycznym zapewniajg zatem tatwo dostrajane
parametry, takie jak wzgledna przenikalno$¢ elektryczna, napiecie powierzchniowe
i lepkos$¢, ktore zmniejszajg sie wraz ze wzrostem temperatury wody. Nie oznacza
to jednak, ze rozpuszczalniki sg optymalizowane wzglgdem jednego parametru, np.
wzglednej przenikalnosci elektrycznej, poniewaz ten pojedynczy parametr nie
wplywa ani na selektywno$¢, ani na site elucyjna. Konieczne jest uwzglednienie
wszystkich zmieniajacych si¢ parametrow wraz ze zmiang temperatury fazy
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ruchomej, jak rowniez ich tendencji do zmiany - zwigkszenia lub zmniejszenia.
Cisnienie ma niewielki wptyw na te parametry, dopdki woda pozostaje w fazie
cieklej. W ten sposoéb woda w stanie podkrytycznym moze imitowaé tradycyjne
rozdzielenia w ukladzie RP LC =z rozpuszczalnikami organicznymi jako
modyfikatorami. Dodatkowo stata dysocjacji wody wzrasta o trzy rzedy wielkosci
przy podwyzszeniu temperatury z 25°C do 250°C. Dalszy wzrost temperatury
powoduje spadek stalej dysocjacji [22].
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Rysunek 2. Przedstawienie zmiany wzglednej przenikalnosci elektrycznej oraz lepkosci wody od
temperatury. W obu przypadkach mozna zaobserwowa¢ spadek tych wtasciwosci

Figure 2. Presentation of the change in dielectric constant and viscosity of water against temperature.
In both cases, a decrease in these properties can be observed

Zmiana temperatury analizy moze zastapi¢ zmiang stezenia rozpuszczalnika
organicznego w fazie ruchomej lub calkowicie go wyeliminowaé. Bowermaster
i McNair [30] stwierdzili, ze zmiana stezenia metanolu o 1% odpowiada zmianie
temperatury o 3,75°C. Chen i Horvéth [31] stwierdzili podobny efekt w przypadku
acetonitrylu. Wzrost ACN (acetonitrylu) o 1% odpowiada wzrostowi temperatury
o 5°C. Podobne wyniki uzyskat Tran i wspét. [32]. Kondo i Yang [23], ktorzy
przeprowadzili seri¢ doswiadczen, w ktorych wykazano, ze zmiana temperatury
odpowiada zmianie stezenia danego rozpuszczalnika organicznego w zaleznosci od
warunkéw i zastosowanej kolumny. Przykladowo, wzrost temperatury o 3,5°C
odpowiada okolo 1% wzrostowi stezenia metanolu w fazie ruchomej metanol-
woda, gdy zastosowano fazg na nos$niku polistyren-diwinylobenzen (Hamilton PRP-
1). Zmiana temperatury pomigdzy 5°C a 8°C byla podobna do zmiany stezenia
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acetonitrylu o 1% w mieszaninie acetonitryl-woda. Jednak zastosowanie kolumny
Zorbax RX-C18 daje wzrost stezenia metanolu o 1% rdwnowazny wzrostowi
temperatury o 2°C, natomiast taka sama zmiana st¢zenia acetonitrylu odpowiada
wzrostowi temperatury o 3°C. W powyzszym doswiadczeniu poréwnano czas
retencji trzech zwigzkow: pirogalolu, rezorcyny i katecholu [23].

Chociaz w przypadku SBWC nie poznano petlnego zakresu zastosowan
i mozliwosci, technika ta powinna dziata¢ w odniesieniu do substancji o petnym
spektrum polarnosci. W niskich temperaturach analizy technika ta sprawdza sie dla
zwigzkow polarnych, dla umiarkowanie polarnych substancji w S$rednich
temperaturach i dla substancji niepolarnych w wysokich temperaturach, jesli faza
stacjonarna jest stabilna w tym zakresie temperatur. Podzial ten jest zwigzany
réwniez z wplywem temperatury na adsorpcje analitu. Adsorpcja analitow jest
redukowana wraz ze wzrostem temperatury, ale zmiana ta zalezy od ich polaryzacji.
Jednoczesnie zmniejsza si¢ réwniez lepkos¢ wody. Nizsza lepkos¢ fazy ruchomej
spowodowana podwyzszong temperaturg daje niskie ci$nienie zwrotne, co pozwala
na wykonanie rozdzielania technika SBWC przy znacznie wyzszym przepltywie.
Dzigki temu mozna uzyska¢ krétszy czas rozdzielenia, anality beda mniej narazone
na wysoka temperature, dzieki czemu zminimalizuje to degradacje analitow.
Dlatego degradacja analitow nie stanowi wigkszego problemu przy zastosowaniu
technik separacji w SBWC dla substancji o niskiej masie czasteczkowej [22].

Pionierami w rozdzielaniu przy uzyciu techniki SBWC byli Smith i Burgess,
ktérzy przeprowadzili badania wykorzystujac wod¢ podgrzang do temperatury
210°C w celu rozdzielenia serii fenoli, parabenéw i barbituranéw na fazie
polistyrenowo-diwinylobenzenowej (PS-DVB) [33]. Wykazano, ze wspotczynniki
retencji systematycznie zmniejszaja si¢ wraz ze wzrostem temperatury.
Przeprowadzono réwniez poréwnanierozdzielenia z wykorzystaniem przegrzanej
wody z konwencjonalnymi warunkami chromatografii w odwrédconym uktadzie faz.
Jako odpowiednik wody o temperaturze 180°C zastosowano mieszaning
acetonitryl-woda w stosunku 20:80. Rozdzielenia przeprowadzono w celu
wykazania, ze woda w warunkach podkrytycznych moze by¢ wykorzystywana do
analizy serii zwigzkéw charakteryzujacych sig szerokim zakresem polarnosci. Nie
obserwowano utleniania i degradacji rozpuszczalnikow i fazy oraz hydrolizy grupy
estrowej. W tych warunkach stwierdzono niskie ci$nienie zwrotne, okoto 15 bardw.
Podsumowujac, autorzy stwierdzaja, iz  poréwnanie konwencjonalnej
chromatografii w odwréconym uktadzie faz oraz wykorzystanie przegrzanej wody
jako jedynego eluentu fazy ruchomej potwierdza, ze SHWC oferuje dobra
rozdzielczos¢ i pozwala na otrzymanie krétszych czasow analizy [33]. Bez
watpienia jest tez procesem bardziej ekologicznym ze wzgledu na wyeliminowanie
rozpuszczalnikéw organicznych.
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3. PALC -PER AQUEOUS LIQUID CHROMATOGRAPHY

Chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych pozwala na rozdzielenie
glownie zwiazkow polarnych. Obecnie najczgsciej stosowanym modyfikatorem
organicznym w analizach HILIC jest acetonitryl a najprostsza faza stacjonarng jest
niemodyfikowana krzemionka. Podobny uktad stanowi ANP LC, czyli normalny
uktad faz z zastosowaniem wody jako skladnika fazy ruchomej. Wplyw obecnosci
wody w fazie ruchomej na kolumny krzemionkowo-wodorkowe z wykorzystaniem
techniki ANP LC (ang. Aqueous Normal Phase Liquid Chromatography) zostat
opisany po raz pierwszy przez Pesek’a i wspét. [34, 35]. Badania Bidlingmeyera
byly pierwszymi, w ktorych czysta krzemionka byla wykorzystywana do
oddzielania amin w HILIC, a takze badano zastosowanie fazy ruchomej z duzg
zawartoscia wody [36]. Badania udowodnity, ze przy duzej zawartosci wody
krzemionka staje si¢ niepolarna poniewaz grupy siloksanowe, zwigkszajac swoja
aktywnos¢, przyczyniajagc sie¢ do hydrofobowego charakteru powierzchni
krzemionki [37] (Rys. 3) Hydrofilowy charakter przypisuje si¢ wolnym silanolom,
ktore w zaleznosci od pH moga ulega¢ dysocjacji.

PALC - per aqueous liguid chromatography

Faza ruchoma — woda lub

l woda z niska zawartoscia

modyfikatora organicznego

Faza stacjonarna — krzemionka

sl Staje si¢ niepolarna (obecnosé
grup siloksanowych)

Powierzchniowe grupy siloksanowe

Ziarno krzemionki

Rysunek 3. Przedstawienie warunkow pracy dla techniki PALC wraz z zobrazowaniem grup siloksanowych
wystepujacych na powierzchni krzemionki

Figure 3. Presentation of conditions of work for PALC technique together with visualization of siloxane
groups occurring on the surface of silica
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Zastosowanie czystej wody sprawia, ze polarna krzemionka w HILIC nabiera
charakteru niepolarnego. Uzycie terminu "odwrdcony HILIC" sugeruje
zastosowanie techniki RP LC. Dlatego tez dos Santos Pereira i wspol. wprowadzili
nowa nazwe, per aqueous liquid chromatography (PALC), aby odr6zni¢ t¢ metode
od HILIC, RP LC i ANP LC [5]. Poczatkowo wykorzystywano dwie sprzgzone
kolumny Zorbax-Rx-SIL do oznaczania aminokwaséw w cieczach biologicznych.
Wyznaczono krzywe czaséw retencji w funkcji stezenia ACN, na ktéorym
wykazano, iz po spadku czasu retencji zwigzanym ze zmniejszaniem si¢ zawartosci
ACN mozna nastepnie zaobserwowa¢ wzrost czasdw retencji z istotnymi zmianami
w selektywnosci. Wykazano rowniez, ze rozdzielenie amin katecholowych, ktére
nie powiodto si¢ w standardowym HILIC [18], zostalo przeprowadzone
z powodzeniem przy uzyciu PALC otrzymujgc doskonaty ksztatt piku i wysoka
sprawnos¢ [38, 39].

W kolejnych latach badano technike PALC dla réznych faz stacjonarnych,
polarnych analitow i dodatkow jonowych do fazy ruchomej. Wykonano miedzy
innymi analizy przy uzyciu faz modyfikowanych polisacharydami [19],
nanoczgstkami wegla [20] oraz nadal stosujac czysta krzemionke (Zorbax-Rx-SIL)
[40]. Analizy PALC sg rowniez wykorzystywane jako uzupetnienie analiz RP-LC,
glownie ze wzgledu na ich pozytywne aspekty srodowiskowe i ekonomiczne.
Kolumna krzemionkowa z dolgczonymi czgsteczkami czerwieni Congo (Sil-CR)
zostata wykorzystana do oznaczenia czterech rodzajéw amin biogennych oraz
pigciu zasad i nukleotydow [41]. Wyniki wykazaly, ze analiza PALC w tym
przypadku daje lepsze rozdzielenie niz zastosowanie techniki HILIC, w ktorej
stosuje si¢ wysokie stezenia acetonitrylu.

Metoda PALC jest stosunkowo nowg technika, obejmujaca ostatniag dekade. Jej
rozwoj obserwuje si¢ jednak gtownie w kontekscie techniki analitycznej
konkurujacej z HILIC, a takze ze wzglgdu na jej zalety ekonomiczne i ekologiczne.
Badania nad synteza nowych faz stacjonarnych stosowanych w PALC oraz
rozdzielenie grup zwigzkéw polarnych i hydrofilowych beda najprawdopodobniej
gléwnym nurtem kierujgcym rozwoj tej metodyki.

4. WYKORZYSTANIE WODY W TEMPERATURZE
POKOJOWEJ

Zastosowanie w petni wodnej fazy ruchomej w temperaturze pokojowej jest
najkorzystniejsza forma, jesli chodzi o przyjazng dla srodowiska chromatografig
cieczowa. W przyblizeniu warunki otoczenia sa rozumiane jako analizy
wykonywane w temperaturach ponizej 60 °C. Zaproponowano nowa podkategori¢
dla takich analiz —wodna chromatografia cieczowa z w odwréconym uktadzie faz
(WRP-LC — ang. Water-only Reversed Phase Liquid Chromatography) [42].
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Badania nad rozdzielaniem w takich warunkach prowadzone sg juz od ponad trzech
dekad [43]. Zadowalajace wyniki osiggnigto przede wszystkim dzigki zastosowaniu
modyfikacji powierzchni krzemionki, np. poprzez dotaczanie do nosnika krétszych
fancuchéw alkilowych o charakterze hydrofobowym (C-8). W pozZniejszych
badaniach potwierdzono jednak, ze wysoce polarna faza ruchoma sprzyja duzej
aktywnosci powierzchniowych silanoli, ktore wptywaja na mechanizm rozdzielania.
Zastosowanie krétkich tancuchéw alkilowych (do 4 atomdéw wegla) pozwala na
uzyskanie stabilnych faz stacjonarnych ze wzgledu na ich duza gestos¢ pokrycia na
powierzchni nosnika. Przylaczanie dluzszych tancuchéw powoduje zmniejszenie
gestosci pokrycia, a przy niskiej zawartosci rozpuszczalnika organicznego (ponizej
5-10%), nastepuje spadek solwatacji fazy i powoduje tendencje opadania
zwiazanych ligandow do powierzchni nosnika fazy stacjonarnej [44, 45].

)

J
O=p_oH
NH, NH

Lancuch alkilowy albo stabo polarny ligand

WU‘O—'Si;O—;Si—OW\P

Lacanik w§iw O‘s O\S
| I
Q / /

Powierzchnia krzemionki

Rysunek 4.  Schematyczne przedstawienie budowy faz stacjonarnych z wbudowanymi grupami polarnymi.
Zamieszczona jest rowniez przyktadowa budowa fazy Amino-P-C18 [46]

Figure 4. Schematic representation of the structure of polar-embedded stationary phase. An example of
the Amino-P-C18 phase structure is also included [46]
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W celu zmniejszenia wptywu wolnych silanoli na retencj¢ stosowane sa fazy
stacjonarne z wbudowanymi grupami polarnymi oraz fazy stacjonarne
z dolaczonymi grupami polarnymi na etapie wtornej silanizacji. Fazy stacjonarne
z wbudowanymi grupami polarnymi na etapie wtdrnej silanizacji otrzymuje sie
w dwoch etapach. W pierwszym etapie wigzane sg diugie tancuchy, np. tancuchy
alkilowe. W drugim etapie nieprzereagowane silanole sa modyfikowane
specyficznym odczynnikiem. Fazy stacjonarne z wbudowanymi grupami polarnymi
otrzymuje si¢ przez wprowadzenie polarnej grupy funkcyjnej pomiedzy
powierzchnie krzemionki a hydrofobowy ligand, co pozwala na lepsza solwatacje
przez wod¢ w warunkach silnie hydrofilowych. Ogoélny schemat budowy fazy tego
typu wraz z przyktadami zostal zamieszczony na Rysunku 4. Zaleta tych faz jest to,
iz moga by¢ one stosowane w ukladzie RP LC, oferujac inng selektywnos¢
wzgledem zwiazkéw polarnych w poréwnaniu ze standardowymi alkilowymi
fazami stacjonarnymi, mozliwos$¢ pracy w warunkach wysoce wodnych, nawet do
100% zawartosci wody oraz ograniczony wptyw silanoli, co sprzyja zmniejszeniu
ogonowania pikow chromatograficznych [6, 45-56].

Przeprowadzono wiele prac pokazujacych mozliwos¢ rozdzielenia
substancji o szerokim zakresie polarnosci, wykorzystujacych czysta wode
w temperaturze otoczenia jako fazg ruchoma. Buszewski i wspot. w 1994 r.
wykazali mozliwo$¢ rozdzielenia grupy alkiloanilin za pomocg chemicznie
zwigzanej fazy alkiloamidowej [57]. Kilkakrotnie zaproponowano zastosowanie
kolumny ODS modyfikowanej jonowa substancja powierzchniowo czynna do
rozdzielania nukleozydéw i zasad azotowych jako czasteczek reprezentatywnych
dla typowych polarnych zwigzkéw organicznych [58—60]. Rozdzielenie zwigzkow
o roznej hydrofobowosci prowadzono przy uzyciu krzemionki modyfikowanej
poli(N-izopropyloakryloamidem) (krzemionka modyfikowana PIPAAm). Zbadano
réwniez wplyw temperatury na rozdzielczo$¢. W uzytym ukladzie sitg napedowa
retencji w podwyzszonej temperaturze okazaly si¢ by¢ oddzialywania hydrofobowe
pomigdzy molekulami analitu, a polimerowymi tafcuchami znajdujagcymi si¢ na
powierzchni fazy stacjonarnej. Wykazano, ze rowniez w temperaturze pokojowe;j
istnieje mozliwos$¢ efektywnego rozdzielenia steroidéw [61]. Kolejng polimerowa
faza stacjonarng wykorzystywali Satinsky i wspot. do oznaczania analitéw o réznej
polarnosci [62]. Zastosowana faza pozwolita na przeprowadzenie analiz w czystej
wodzie, sprawiajac, iz metody przez nich wykorzystane catkowicie wpisywaly si¢
w zalozenia ,,zielonej chromatografii”. Kiridena i wspol. wykorzystali opracowang
przez siebie faze stacjonarng z wbudowanymi grupami polarnymi (Synergi ™
Hydro-RP) wykonujac analizy w temperaturze pokojowej i temperaturze
podwyzszonej (nie przekraczajacej 65 °C) [63].
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Najnowsze badania potwierdzaja zastosowanie faz  stacjonarnych
z wbudowanymi grupami polarnymi do rozdzielenia zwigzkéw polarnych zarowno
w HILIC, jak i RP LC. Poprzez dobér odpowiednich grup polarnych mozliwe jest
uzyskanie faz stacjonarnych, ktére beda efektywne w temperaturze pokojowej,
dajac rozsadne czasy retencji. Wazne jest, aby faza stacjonarna spelniata trzy
podstawowe wymagania. Pierwszym z nich jest obecno$¢ grup polarnych
i hydrofobowych pozwalajacych na wuzyskanie specyficznych wilasciwosci
powierzchni fazowej. Drugim jest umozliwienie selektywnej adsorpcji czasteczek
analitu. Ostatnim wymaganiem jest umozliwienie, aby czasteczki wody wymywaty
anality w réznym czasie, uzyskujgc wspdtczynniki retencji migdzy 1 a 10 oraz
odpowiednie czasy retencji [6, 46].

Bocian i Krzeminska w swojej najnowszej pracy opublikowali wyniki, ktore
przedstawiajg udane rozdzielenie serii zasad azotowych, nukleozydéw i alkaloidow
purynowych, z wykorzystaniem catkowicie wodnej fazy ruchomej. Temperatura
wykonywania analiz wynosita 30°C. Jako fazy stacjonarne wykorzystano faze
N,O-dialkilofosforoamidowa [51] oraz fazy z wbudowanymi grupami estrowymi
[46]. Poniewaz sa to kolejne badania wykazujace udane rozdzielenie w czystej
wodzie, wyniki te potwierdzaja, ze zastosowanie faz stacjonarnych z wbudowanymi
grupami polarnymi pozwala na rozdzielanie mieszanin w jednosktadnikowe;j
wodnej fazie ruchomej w temperaturze pokojowej [6].

Wigkszos¢ badan wykorzystujacych czysta wode jako jedyny skladnik fazy
ruchomej jest ukierunkowana na wykorzystanie faz stacjonarnych z wbudowanymi
grupami polarnymi lub faz stacjonarnych z dotgczonymi grupami polarnymi na
etapie wtdrnej silanizacji. Pracuja one nie tylko w standardowych warunkach
technik RP LC i HILIC, ale réwniez w warunkach 100% wodnych w temperaturze
pokojowej. Badania nad rozwojem kolejnych faz tego typu z pewnoscig pozwolg na
optymalizacj¢ rozdzielenia w wodnych warunkach w chromatografii cieczowe;j.

UWAGI KONCOWE

Metody analityczne przedstawione w niniejszym opracowaniu dowodza, ze
rozdzielenie analitow z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
przy uzyciu czystej wody jako fazy ruchome;j jest osiagalne. Istnieja rozne podejscia, ale
wszystkie oparte sa na wyborze warunkow analizy, fazy stacjonarnej lub ewentualnych
dodatkow do fazy ruchomej. Zmiana warunkéw opiera sie na wzroscie temperatury,
dzigki czemu zmieniaja si¢ wlasciwosci fizyczne i chemiczne wody. Wystepuja zmiany
jej polarnosci, wzglednej przenikalnosci  elektrycznej, lepkosci, napigcia
powierzchniowego i wielu innych wlasciwosci. Zmienia si¢ réwniez rozpuszczalnosé
hydrofobowych analitéw, ktore w temperaturze pokojowej moga by¢ nierozpuszczalne
w tak silnie polarnym rozpuszczalniku. Faza stacjonarna musi posiada¢ odpowiednie
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wlasciwosci, w szczegolnosci stabilnos¢ w warunkach wodnych i podwyzszonej
temperaturze (szczegdlnie przy uzyciu SHWC) oraz selektywnos¢ w odniesieniu do
mieszanin zwiazkdw o rdéznej polarnosci. W tym celu opracowuje si¢ szereg faz
stacjonarnych opartych na krzemionce, weglu, polimerach Iub tlenkach metali.
Niniejsza praca pokazuje, ze warto poszukiwa¢ metod analitycznych HPLC, ktére beda
wpisywac si¢ w zatozenia ,,zielonej chromatografii”, dbajac zaréwno o nieszkodliwo$¢
dla srodowiska jak i ludzi.
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