Chromatografia w dwoch odstonach (cz. Il)

Co nowego w chromatografii?

LSercem” kazdego chromato-
grafu jest kolumna analityczna,
a w zasadzie jej wypetnienie,
ktére decyduje o skutecznosci
i jakosci rozdzielania. Mimo
sukcesywnego wprowadzania
nowych wypetnien do kolumn
chromatograficznych  takich,
jak min.: polimery porowate,
wegle, adsorbenty ztozone
(karbosile) oraz czyste i mody-
fikowane tlenki glinu, cyrkonu
i tytanu — nadal podstawowa
grupe stanowig wypefnienia
z chemicznie zwigzanymi fa-
zami na bazie adsorbentéw
krzemionkowych [8]. Obecnie
sytuacja na rynku faz stacjo-
narnych do chromatografii jest
taka, ze dostepne sg niemal
wszystkie popularne modyfi-
kacje krzemionki (w tym poza
C18, réwniez C8, Phenyl, HILIC,
Silica, Amide, Fluoro-Phenyl,
Phenyl-Hexyl), ale wybierac
mozna takze pomiedzy rézny-
mi technologiami, co utatwia
dobdr kolumny o odpowied-
niej selektywnosci.

We wczesnych latach 70-tych
XX wieku komercyjnie do-
stepne byty kolumny chro-
matograficzne
nieporowatym zelem krze-
mionkowym o wymiarach

wypetnione

okoto 40 pm. Ich sprawnosc
byla niska - przy dlugosci
1 metra ztoza liczba pétek teo-
retycznych wynosita zaledwie
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okoto 1000. W pdznych latach
70-tych na rynku pojawiaty sie
kolumny z ziarnem o $rednicy
10 pm, a w latach 80-tych zna-
ne juz byty popularne obecnie
kolumny z zelem krzemionko-
wym ze sferycznym, poro-
watym ziarnem o S$rednicy
5 pum. Charakteryzuje sie ono
sprawnosciag wynoszacg oko-
fo 12 000 potek teoretycz-
nych przy dtugosci kolumny
150 mm. W latach 90-tych
XX wieku uwazano, ze dalsze
zmniejszanie $rednicy ziarna
w fazach stacjonarnych nie
ma uzasadnienia, ze wzgledu
na koszty ich produkcji oraz
problemy zwigzane z ich sto-
sowaniem. Tak byto do czasu
az pojawita sie ultraszybka
wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa (ang. Ultra-
Fast High Performance Liquid
Chromatography, UHPLC).
Zmiana tego pogladu nasta-
pita w roku 2004, kiedy to na
rynku pojawit sie nowy model
chromatografu cieczowego
firmy Waters - Acquinty UPLC
wyposazony w kolumny anali-
tyczne z wypetnieniem o $red-
nicy ziaren 1,7 pm. Warto
dodag¢, ze UPLC jest zastrzezo-
nym znakiem towarowym fir-
my Waters, dlatego pozostate
firmy stosuja rézne synonimy
m.in. RRLC (ang. Rapid Reso-
lution LC), RSLC (ang. Rapid

Separation LC), czy FPLC (ang.
Fast Performance LC) lub UFLC
(ang. Ultrafast LC).

Prognozuje sie, ze juz w bieza-
cym 2013 roku systemy UHPLC
beda stanowity 50% rynku, co
wydaje sie prawdopodobne,
gdyz cena nowych systeméw
jest juz niewiele wyzsza, niz
systemoéw standardowych.
Zasadniczymi zaletami techni-
ki UHPLC sa: skrocenie czasu
analizy oraz poprawa czutosci
oznaczania i rozdzielczosci
pikow. Chromatograf do ul-
traszybkiej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej rézni
sie w wielu elementach od kla-
sycznego przyrzadu do HPLC,
poczawszy od konstrukcji
pomp, przez dozownik, a kon-
czac na detektorach, w ktérych
obnizono objetos¢ cel pomia-
rowych. Zmiany te podporzad-
kowane zostaty dwém zasad-
niczym celom: obnizeniu do
maksimum objetosci martwej
oraz przystosowaniu do pracy
pod kilkukrotnie wyzszymi ci-
$nieniami niz w standardowym
systemie HPLC. Skracajac czas
analizy zasadniczo zmniej-
sza sie ich koszty — poprzez
efektywniejsze wykorzysta-
nie sprzetu oraz zmniejszenie
zuzycia odczynnikéw. Dodat-
kowy wptyw na to ma skréce-
nie czasu stabilizacji uktadu,
gdyz objetos¢ martwa ulegta
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zmniejszeniu z okoto 1 ml do
okoto 100 pl. Na podstawie pu-
blikacji z zakresu chromatogra-
fii cieczowej mozna zauwazyc,
ze systemy UHPLC zaczynaja
powoli wypiera¢ standardo-
we systemy HPLC. Dzisiaj po-
wszechnie s3 one coraz cze-
sciej stosowane w przemysle,
w szczegolnosci w branzy far-
maceutycznej. Warto zauwa-
zy¢, ze system UHPLC pozwala
na znaczne skrécenie czasu nie
tylko pojedynczej analizy, ale
réwniez czasu potrzebnego
na stabilizacje ukfadu do kilku
minut [9].

Na rynku pojawity sie takze
nowe generacje inteligentnych
kolumn chromatograficznych
(do chromatografii jonowej),
ktére pozwalaja na natychmia-
stowg dostepnos¢ wszystkich
danych o kolumnie oraz ak-
tywne monitorowanie jej istot-
nych funkcji. Wprowadzita je
na rynek pod nazwa iColumns
szwajcarska firma Metrohm.
Kolumny te po zamontowa-
niu do chromatografu z serii
Professional IC sg natychmiast
rozpoznawane przez program
softwarowy, dzieki czemu wia-
domo jaka kolumna separa-
cyjna jest aktualnie do dyspo-
zycji oraz co nalezy zrobic, aby
program wczytat specyficzne
dla kolumny dane, takie jak:
standardowe eluenty, typowy



przeptyw, maksymalne cisnie-
nie i maksymalny przeptyw
eluentu. Odpowiednie czytni-
ki zamontowane na kolumnie
pozwalaja na przechowywanie
danych o tym, przez ile godzin
kolumna byta uzywana i jak
wiele analiz probek na niej
wykonano. Jesli parametry ko-
lumny spadng ponizej ustalo-
nych wartosci, program moze
przez e-mail powiadomic uzyt-
kownika o koniecznosci zamé-
wienia nowej kolumny. Daje
to peing informacje na temat
kolumny oraz zapewnienia
spetnienie wymagan GLP (Do-
brej Praktyki Laboratoryjnej)
i utatwia to w sposéb znaczacy
walidacje systemu chromato-
graficznego.

Nowe rozwigzania i kierunki
rozwoju metod separacyjnych
opisali Buszewski i Krupczyn-
ska w artykule zatytutowanym
~Nowe rozwigzania i wyzwania
w chromatografii i technikach
pokrewnych u progu XXI. Quo
Vadis Chromatographia?”[10].
Techniki chromatograficzne
ze wzgledu na swoje zalety
znajduja ogromng popularnos¢
w wiekszosci laboratoriow i tak
jak wszystkie inne ulegaja cia-
gtemu doskonaleniu. Z roku na
rok pojawiajg sie nowsze mo-
dele przyrzadoéw, jak i poszerza
sie baza akcesoriow chroma-
tograficznych. Na rysunku 1
przedstawiono wyniki ankiety
dotyczacej popularnosci réz-
nych metod i technik separa-
cyjnych stosowanych w 118
wybranych laboratoriach eu-
ropejskich. Dane te dotycza
wprawdzie poréwnania lat
1995 i 2003 i nie uwzglednia
najnowszych trendéw (np.
UHPLC czy HILIC), tym niemniej
oddaje pewne tendencje wi-
doczne juz 10 lat temu.
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Rys. 1. Techniki separacyjne stosowane w wybranych la-
boratoriach europejskich w latach 1995 i 2003
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Rys. 2. Warto$¢ sprzedazy [mld USD] aparatury i akceso-
riow do GC, HPLC i IC w roku 2011

Na rysunku 2 przestawiono
warto$¢ sprzedazy chroma-
tografébw gazowych i cie-
czowych na Swiecie w roku
2011 [11].

Najwazniejszym sSwiato-
wym wydarzeniem w zakre-
sie prezentacji najnowszych
osiaggnie¢ aparatury kontro-
Ino-pomiarowej i naukowo-
-badawczej jest coroczna
konferencja Pittcon, ktéra
od 65 lat odbywa sie w USA.
Poczatkowo byta ona znana
jako Konferencja Chemii Ana-
litycznej i Spektroskopii Sto-
sowanej i odbywata sie w Pit-
tsburgu. W tym roku po raz

pierwszy miata ona miejsce
w Filadelfii w stanie Pensyl-
wania w dniach 17-21 marca.
Tegoroczna impreza goscita
ponad 1000 producentéw
i dostawcow przyrzaddw labo-
ratoryjnych z ponad 30 krajow
Swiata, ktérzy oferowali swoje
produkty na niemalze 2000
stoiskach. Tak jak i w Europie,
réwniez w Stanach Zjedno-
czonych odczuwa sie skutki
Swiatowej kryzysu w zwigzku
z czym liczba wystawcéw na
tegorocznych targach Pittcon
2013 nieco zmalata, ale i tak
bylo to ponad 12 000 zwie-
dzajacych z 90 krajéw swiata..
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Ponad pofowa wystawcow
przestawita na tegorocznych

targach swoja zupetnie nowa
oferte produktéow. W ramach
wystawy czynne byly m.in.
specjalne stoiska tematyczne
(Nowy Wystawca; Nauki o Zy-
ciu; Systemy informatyczne
w laboratorium), a takze pa-
wilony narodowe (w tym roku
niemiecki i japoriski).

Program wystawienniczy, na-
ukowy, jak i szkoleniowy byt
bardzo bogaty i nie sposéb
w tak krotkim artykule opisac
wszystkiego. Na tegorocznym
Pittconie swoje wystapienia
mieli min. laureat Nagrody No-
bla - prof. Wallace H. Coulter
(Exameter Objects to Nanome-
ter Ones and Back Again) oraz
prof. Michael Barnett (How The
Higgs Boson Saved Us From A
Cold, Dark, Lifeless Universe).
Z kolei wyktad zatytutowany
Applications of Two-Dimensio-
nal High Performance Liquid
Chromatography przedstawit
prof. Dwight R Stoll z Gustavus
Adolphus College, a naukow-
¢y z Uniwersytetu na Flory-
dzie przedstawili interesujacy
wyktad na temat Microfluidics
for Detection of Circulating Tu-
mor Cells. Przedstawiciele P6t-
nocnoamerykanskiej Agencji
Ochrony Srodowiska (U.S. EPA)
omowili zagadnienia zwigzane
z Advanced Mass Spectrometry
for Food Safety and Cosmetics,
a wyktad zatytutowany New
lonization Approaches in Mass
Spectrometry: Molecular Ima-
ging przedstawili naukowcy
z State University w Arizonie.
wysokoroz-
spektrometrii mas
w analityce
(Environmental Applications of
High Resolution Mass Spectro-
metry) przedstawili naukowcy

Zastosowania
dzielczej
srodowiskowej
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z University of Colorado. Podali
oni wiele przyktadéw zastoso-
wania tej techniki w analityce
pestycydow i farmaceutykéw
oraz produktéw ich degra-
dacji, a takze w proteomice.
Podczas forum chromatogra-
ficznego prof. Irving W. Wainer
z National Institute on Ageing
w stanie Maryland omowit
zagadnienia zwigzane z wy-
korzystaniem metod chroma-
tograficznych w badaniach
metabolizmu lekow, a takze
w badaniach lekéw w préb-
kach biologicznych.

Jak co roku podczas targow
Pittcon 2013 przyznano kil-
ka prestizowych nagréd. Ich
laureatem w kategorii mtody
naukowiec zostat Bo Zhang
z University of Washington (za
wybitne osiggniecia w zakre-
sie elektrochemii). Z kolei lau-
reatem nagrody im. Roberta
Boyle’a w zakresie chemii ana-
litycznej zostat prof. Norman
Dovichi z Notre Dame Univer-
sity w stanie Indiana (za pio-
nierskie prace w zakresie kapi-
larnej elektroforezy). Nagrode
w zakresie nauk o rozdzielaniu
otrzymat prof. Kevin A. Schug
z University of Texas w Darling-
ton w stanie Teksas.

Przeprowadzono takze wiele
szkolen i warsztatéw zaréwno
dla poczatkujacych, jak i do-
$wiadczonych naukowcéw
i uzytkownikéw aparatury po-
miarowej. Dotyczyly one takich
zagadnien, jak min. postepéw
w chromatografii gazowej i cie-
czowej; zastosowaniom tech-
nik LC-MS; postepéw w kapi-
larnej chromatografii gazowej
oraz zastosowaniom chroma-
tografii nadkrytycznej w prze-
mysle farmaceutycznym.

Tak, jak w poprzednich latach,
istotng grupg towaréw pre-
zentowanych podczas targéw
Pittcon 2013 byty przyrzady
i akcesoria do chromatogra-
fii. Wéréd nich dominowaty
kolumny i inne akcesoria po-
lecane przez producentéw
przede wszystkim do rozdzie-
lania zaréwno prostych ana-
litéw, ja i ztozonych biomole-
kut. Byly to min. kolumny do
HPLC z odwrécong i normalng
faza; kolumny do chromato-
grafii oddziatywan hydrofilo-
wych (HILIC) i chromatografii
w stanie nadkrytyczny (SFC),
a takze cata gama produktéw
z zakresu chromatografia jo-
nowymiennej i jonowej w roz-
nych ich odmianach.

W tym roku najwieksza oferta
produktéw dotyczyta uktadow
GC-MS/MS oraz UHPLC. S3 to
techniki coraz bardziej dostep-
ne, a biorac pod uwage mozli-
wosci jakie one stwarzajg, wy-
daje sie, ze takie beda kierunki
rozwoju chromatografii w naj-
blizszych latach. W zakresie
nowych wypenier do kolumn
stosowanych w HPLC pojawity
sie nowe typy faz o Srednicy
2 um do UHPLC, a takze kilka
faz typu ,core-shell” o $red-
nicach 1,3 um. Gtéwni pro-
ducenci ukfadéw do UHPLC
wprowadzaja na rynek przy-
rzady w ktérych dopuszcza
sie prace pod ci$nieniem do
20 0000 psil!! W zakresie chro-
matografii gazowej pojawito
sie kilka nowych faz stacjonar-
nych w tym do rozdzielania
zwigzkéw chiralnych, WWA,
VOC. Przedstawiono takze kil-
ka nowych kolumn w ktoérych
gorne granice temperatury sg
znacznie wyzsze niz w dotych-
czas stosowanych.

Pamieta¢ jednak nalezy, ze na-
wet dysponujac bardzo wyrafi-
nowanymi metodami i techni-
kami analitycznymi, kolumnami
chromatograficznymi o wyso-
kiej rozdzielczosci — najbardziej

czasochtonnym etapem analizy,
a jednoczednie etapem podczas
ktérego popetniamy najwiecej
btedoéw jest etap przygotowa-
nia probki do analizy (pobie-
ranie, utrwalanie,
przechowywanie i przygoto-
wanie). Dlatego bardzo wazna
czescig targéw Pittcon 2013
byly prezentacje przyrzadéw
i akcesoriow do prawidtowego
przygotowania probek do ana-
lizy. W tym zakresie obowiazuje
zasada QUEChERS (quick, easy,
cheap, effective, rugged and
safe). Trudno wymienic catg pre-
zentowang oferte, ale podkre-
$li¢ nalezy dalszy wzrost oferty
w zakresie techniki SPE, SPIM,
czy metod filtracji. Petng infor-
macje na temat oferty prezen-
towanej podczas tegorocznej
wystawy Pittcon 2013 zostata
przedstawiona w majowym nu-
merze czasopisma LC GC Euro-
pe jak réwniez jest dostepna na
stronach:
http://www.chromatography-
online.com/Icgc/Articles/New-
Chromatography-Columns-
and-Accessories-at-Pitt/Article
Standard/Article/detail/810298
oraz http://images2.advanstar.
com/lcgceurope/Enews/2013/
newsupdate_5172013.html
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Podsumowanie
Jaka bedzie przysztos¢ chro-
matografii? Tego oczywi-

scie nikt nie wie, ale biorac
pod uwage to co dzieje sie
w ostatnich latach w tym za-
kresie (min. na targach takich
jak Pittcon, publikacje i liczne
konferencje naukowe) moz-
na spodziewac¢ sie dalszego
doskonalenia sprzetu, pod-
noszenia jego precyzji i nieza-
wodnosci. Poza tym mozna
stwierdzi¢, ze najblizsze lata
w $Swiecie chromatografii to
dalsze prace zwigzane z:

- technologia nowych wy-
petnien do kolumn chromato-
graficznych,

- poszukiwanie nowych ty-
poéw specyficznych detektorow
i uktadéw identyfikujacych,

- miniaturyzacja ukfadéw se-
paracyjnych i detekcyjnych,

- dalsze obnizanie granic wy-
krywalnosci i oznaczalnosci,

- opracowaniem nowych
metodyk przygotowania pré-
bek i faczenie ich w ukfady
on-line,

- opracowywanie nowych
i prostych metodyk i procedur
analitycznych, w tym metod
standaryzowanych,

- przygotowanie nowych
wzorcow i materiatéw odnie-
sienia jak réwniez bibliotek
widm i danych retencyjnych,
- automatyzacja i robotyzacja
procesu rozdzielania poprzez
stosowanie uktadéw wielowy-
miarowych i technik taczonych.
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- ISO/IEC 17025 - System zarzadzania i kompetencje techniczne laboratoriéw
- Spojnos¢ pomiarowa i wzorcowanie wyposazenia
- Sterowanie jakoscig i materiaty odniesienia

- Walidacja metod badan i wzorcowan

- Wyznaczanie niepewnosci pomiaréw

- Warsztaty - walidacja i niepewnos¢ pomiaréow

- Pobieranie probek. Walidacja, niepewnos¢ i sterowanie jakoscia
- Nadzorowanie wyposazenia pomiarowego
- ISO/IEC 17025 - Warsztaty dla auditoréw wewnetrznych
- Badania biegtosci i poréwnania miedzylaboratoryjne
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