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W pracy przedstawiono osiagniecia w wysokosprawnej chromatografii jonowej przebiegajacej z tworzeniem

kompleksow chelatowych (HPCIC). Postep w tej dziedzinie dotyczy gtéwnie powstajacych nowoczesnych che-

latujacych faz stacjonarnych, posiadajacych zwiekszong kinetyke oddziatywan analizowanych jonéw z gru-

pami funkcyjnymi opisywanych faz. Dokonano przegladu osiagnie¢ dotyczacych nowych reagentéw do de-

rywatyzacji pokolumnowej oraz metod poprawiajacych czutosé¢ detekcji i wykrywalnos¢ w HPCIC. Niniejsze

opracowanie zawiera takze przyktady nowych zastosowan chelatujacych faz stacjonarnych w analizie probek

o ztozonej matrycy, w tym biologicznych.

1. Wprowadzenie

Chromatografia jonowa (IC)
jest odmiang wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej,
stosowang do
i oznaczania anionow i katio-

rozdzielania

noéw oraz innych substancji po
ich uprzednim przeprowadze-
niu do postaci jonowej[1]. Wy-
sokosprawna chromatografia
jonowa z tworzeniem kom-
pleksow chelatowych (ang.
High Performance Chelation
lon Chromatography, HPCIC)
to technika chromatograficz-
na, w ktorej mechanizm roz-
dzielania opiera sie gtéwnie
na selektywnym tworzeniu
zwigzkéw  kompleksowych
pomiedzy analitami a grupa-
mi powierzchniowymi fazy
stacjonarnej. Zaréwno kinety-
ka tworzenia wspomnianych
komplekséw, jak i ich trwatosc¢
decyduja o efektywnosci roz-
dzielania jonéw. W 1940 roku
Skogseid zastosowat sorbent
posiadajacy grupy dipikrylo-

aminowe do selektywnej izo-
lacji jonéw potasu [2]. Dzie-
siec¢ lat pozniej przygotowano
sorbent z grupami aminokar-
boksylowymi do zageszcza-
nia jonéw metali ciezkich [3].
W latach siedemdziesigtych
ubiegtego wieku pojawity sie
pierwsze doniesienia o za-
stosowaniu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej do
oznaczania substancji o cha-
rakterze jonowym [4]. Powsta-
jace wowczas wypetnienia
kolumn chromatograficznych
stabg
wydajnoscig. Ponadto brak
byto jeszcze powszechnie
dostepnych czutych technik
detekgji on-line, a dodatkowy
problem stanowita iloscio-
wa elucja jonéw z sorbentow
chelatujacych. Chociaz zywi-
ce chelatujace byly i sa nadal
z powodzeniem stosowane
do zatezania, czy wydzielania
sladowych ilosci jonéw [5] to
naktadajace sie mechanizmy

charakteryzowaly sie

jonowymienny oraz komplek-
stanowity poczat-
kowo duze utrudnienie do

sowania

oszacowania
kolumn z tego typu wypetnie-
niami.

Jones i Schwedt jako pierw-
si otrzymali faze stacjonarng
sktadajaca sie z nosnika be-
dacego kopolimerem styrenu
z diwinylobenzenem (PS-DVB),
na powierzchni ktérego osa-
dzono hydrofobowy barw-
nik (chromazurol S, CAS) do
rozdzielania magnezu, man-
ganu, cynku i miedzi [6]. Me-
chanizm kompleksowania na
powierzchni takiej fazy stacjo-
narnej mogt byc¢ doktadnie po-
znany poprzez ograniczenie
wptywu oddziatywan jono-
wymiennych na rozdzielanie
chromatograficzne. Dokona-
no tego dzieki zastosowaniu
eluentéw o duzej sile jonowej
(1 mol/dm3 KNO,). Jak wia-
domo, zbyt duza sita jonowa
probki

selektywnosci

moze spowodowac
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Znaczne zmiany w pojemno-
$ci jonowymiennej kolumny,
a w zwiazku z tym zaburzyc
proces rozdzielania, w ktérym
zasadniczy mechanizm polega
na wymianie jonowej. Zwykle
stosuje sie dodatki azotanéw
(V), wzglednie chloranéw (VII)
litowcdéw do faz ruchomych,
poniewaz nie posiadaja wia-
sciwosci kompleksowania me-
tali oraz nie tworza osadoéw w
trakcie analizy. Jednakze, jesli
rozdzielanie jonéw odbywa
sie na chelatujacych fazach
stacjonarnych wieksza role
odgrywaja kom-
plekséw powstajacych na po-
wierzchni fazy stacjonarnej.
Nawet przy braku wymienio-
nych powyzej zwigzkéw jono-
wych w eluencie mechanizm
chelatujacy bedzie domino-

trwatosci

wat nad jonowymiennym, je-
$li state trwatosci kompleksow
oznaczanych jonéw z ugrupo-
waniami chelatujgcymi fazy
stacjonarnej beda wysokie [7].
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Tabela 1. Rozdzielanie jondw metali na wybranych jonitach z kowalencyjnie zwigzany-
mi ugrupowaniami chelatujgcymi technikq HPCIC

chelatujaca faza stacjonarna rozdzielane jony | literatura
HG(II) [15]
| Cu(II)
- O - S| - (CH2)3NH2
|
CO, CD, FE, [16]
- O - Si - (CH,)30CH,CH(OH)CH,N MG, CA, MN, CD, [18]
! > CH,CO0H Co, ZN, PB
BE [19]
NI, ZN, CD, MN, [20]
AL., BE, LU, LA
(0]
| /] NI, ZN, CO, FE, [21]
-0 - Si- (CH,)NHCH, - P - OH Cu, CD, PB
|
0 BA, SR, CA, MG, [22]
NI, CO, ZN, CU,
PB, CD, MN
0 lantanowce [23]
|
-0 -Si-(CH,);-P-OH
I \
o
o) cu(II) [24]
Il
CH, - P - OH
A\
+ o
~0-Si-(CHy)sNH
|
CH, - P-OH
\\
o
COOH MG, CA, SR, BA, [25]
CD, 2N, CO, PB,
n CU, MN
COOH
FE, ZN, MN, CD [26]
Il
-0-C-NH(CH,)3-C V(1V), MO(VI), [27]
Il \\ W(VI)
N(OH)H
Powszechnie stosowane silne czy polibutadienomaleinowe kosprawnej  chromatografii

wymieniacze jonowe z grupa-
mi sulfonowymina powierzch-
ni (np. kolumna lonPac CS 5A
firmy Dionex, USA) zostaja
zastepowane bardziej selek-
tywnymi stabymi wymienia-
czami jonowymi posiadajacy-
mi karboksylowe, fosfonowe,
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(PBDMA) (np. kolumna Metro-
sep Cation 1-2 firmy Metrohm,
Herisau, Szwajcaria) ugrupo-
wania biorace udziat w kom-
pleksowaniu.

Obok wytwarzania nowych
faz stacjonarnych kolejnym
trendem w dziedzinie wyso-
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jonowej kationdw metali jest
stosowanie nowych reagen-
tow do derywatyzacji poko-
lumnowej (PCR) umozliwiaja-
cych czuty detekcje i wykry-
walnos$¢ na poziomie co naj-
mniej ppb. Wszystkie te osia-
gniecia sprawiajg, ze HPCIC

stata sie konkurencyjng me-
todg dla wiekszosci metod
spektroskopowych

(w  tym
spektrometrii  masowej ze
wzbudzeniem w indukowanej
plazmie ICP-MS).

2. Wypelnienia do kolumn
w HPCIC

Podstawowymi parametrami
decydujagcymi o efektywnym
rozdzielaniu jonéw w HPCIC
sa kinetyka adsorpcji jondw,
oddziatywan
ugrupowan kompleksuja-
cych z oznaczanymi jonami
oraz trwatos$¢ tworzacych sie
komplekséw  chelatowych.
Pozostate parametry takie jak
temperatura, pH fazy rucho-
mej, dodatek organicznych
rozpuszczalnikéw jako mo-
dyfikatorow fazy
sg rownie istotne, ale nie s3
przedmiotem niniejszego
przegladu. Wybor chelatu-
jacego ligandu w przygoto-
waniu fazy stacjonarnej musi
opiera¢ sie na znajomosci

selektywnos¢

ruchome;j

w/w parametrow. Z uwagi na
elektrostatyczne  oddziaty-
wania jonéw z powierzchnig
chelatujacej fazy stacjonarnej,
szybsza kinetyke obserwuje
sie dla ugrupowan posiadaja-
cych ujemny tadunek. Wiek-
szos¢ materiatéw wypetnien
do kolumn w HPCIC zawiera
jonity z grupami aminowymi,
iminofosfonowymi, czy poli-
karboksylowymi (tabela 1).

Metody otrzymywania joni-
téw chelatujacych

Jedna z metod otrzymywa-
nia wypetnienn do kolumn w
HPCIC jest impregnacja zy-
wic PS-DVB, ktéra zwykle jest
uzywana, jesli ligandem jest
substancja posiadajaca kil
ka pierscieni aromatycznych




w swej strukturze. Woéwczas
takie substancje sg silnie za-
trzymywane na powierzchni
polimerycznego nosnika dzie-
ki kombinacji
hydrofobowych oraz M - .
Jednakze, ze wzgledu na duze
rozmiary ligandéw zdolnos¢

oddziatywan

rozdzielania jest w znacznym
stopniu ograniczona.
bardziej wydajne sg materiaty
powstate poprzez dynamicz-
ne impregnowanie czastecz-
kami chelatujgcymi o mniej-

Duzo

szych rozmiarach, takich jak
kwas pikolinowy (o-pirydyno-
karboksylowy) i jego pochod-
ne. Chociaz w poréwnaniu
z uprzednio wspomnianymi
sorbentami wspomniane ma-
terialy majg zwiekszong zdol-
nosc¢rozdzielania,wadaichjest
mata stabilno$¢. W przypadku
uzywania takich faz stacjo-
narnych istnieje koniecznos¢
dodatku takich samych od-
czynnikéw chelatujacych do
fazy ruchomej, aby utrzymac
dynamicznie stabilng warstwe
na powierzchni wypetnienia
kolumny chromatograficzne;j.
Jak wykazano w pracach [8, 9]
nosnik polimeryczny moze zo-
sta¢ zastgpiony modyfikowa-
nym zelem krzemionkowym.
W badaniach wtasnych sto-
sowatam LiChroprep-NH, (zel
krzemionkowy z ugrupowa-
niami aminopropylowymi), na
ktérego powierzchni immobi-
lizowano nastepujace sulfono-
wane odczynniki chelatujace:
kalkon -granat eriochromowy
R - CyoH;305N,SNa (sél sodo-
wa kwasu 3-hydroksy-4-(2-hy-
droksy-1-naftylazo)-1-naftale-
nosulfonowego) oraz kalces
- kwas kalkonokarboksylowy
(CCA)- C51H1409N,S(kwas 2,2-
dihydroksy-4'-sulfo-1,1"-azo-
naftaleno-3-karboksylowy).

OH H

—N

Rys.1. Ugrupowanie dihy-
droksyazowe

Zardwno kalkon jak i kalces
naleza do grupy zwiazkow
orto, orto’-dihydroksyazo-
wych, w ktérych wystepuje
ugrupowanie zdolne do che-
latowania jonéw wielu metali
(rys.1).

W wyniku ponizszej reakgji
tworzy sie wigzanie amido-
we pomiedzy odczynnikiem
chelatujacym,
powstajgcego w ten sposéb
wypetnienia kolumny chro-

a nosnikiem

matograficznej:
DCc*
zel- NH, + HOOC -R
-
zel-NH-OC-R + H,0

*- DCC (dicykloheksylokarbo-
diimid) jest popularnym od-
czynnikiem odwadniajgcym
oraz katalizatorem w powyz-
szej reakcji [10, 11].

Nalezy podkresli¢, ze sorbenty
chelatujace powstate na pod-
tozu krzemionkowym wyka-
zuja dosc¢ dobrg kinetyke two-
rzeniaidysocjacjikompleksow
z jonami metali, ale niestety sg
niestabilne przy stosowaniu
roztwordw o wyzszych war-
tosciach pH. Lepsze w tym
przypadku wydaja sie byc
sorbenty na podtozu PS/DVB,
poniewaz czastki polimerowe;j
matrycy nie pecznieja w orga-
nicznych
sq sztywniejsze (im wieksze
jest usieciowanie) i odporne

rozpuszczalnikach,

na wysokie wartosci pH.

Warto wspomnie¢ w tym miej-
scu o zastosowaniu eteréw
przytaczanych
zarobwno do krzemionki jak
i do polimerowego podtoza.
Etery koronowe s3 to makro-
cykliczne ligandy z wewnetrz-
na hydrofilowa i zewnetrzna

koronowych

hydrofobowg
Tworza one stabilne komplek-
sy poprzez utworzenie koor-

przestrzenia.

dynacyjnych pofaczen z wne-
ka eteru. Chromatograficzne
mozliwosci takich faz stacjo-
narnych opieraja sie na zdol-
nosci kompleksowania katio-
néw o réznych rozmiarach,
a selektywnosc¢ takiej fazy jest
determinowana miedzy inny-
mi rozmiarami luki, jaka posia-
dajg w swej czasteczce etery
koronowe [12]. Stanowig one
bardzo selektywne ligandy,
poniewaz zmieniajac rozmiar
i topologie ich uktadéw cy-
klicznych mozna wybidrczo
kompleksowa¢ okreslony jon.
Etery koronowe s3 stosowane
jako sktadniki zaréwno fazy
ruchomej jak i stacjonarnej
(fizyczna adsorpcja badz che-
miczne wigzanie z nosnikiem,
np. zelem krzemionkowym
lub polimerem).

Nowoscia wsrod faz stacjo-
narnych do HPCIC z kowalen-
cyjnie zwigzanymi ligandami
chelatujacymi sg fazy oparte
na monolitycznych nosnikach
[12, 13]. Stosowanie kolumn
monolitycznych do analizy
jondéw stanowi istotny postep
w technologii kolumn chroma-
tograficznych w ostatnich la-
tach. Wprowadzenie porowa-
tych kolumn monolitycznych
do chromatografii cieczowej
whniosto nowe mozliwosci zna-
czacego zredukowania czasu
analiz  chromatograficznych.
W poréwnaniu do tradycyjnej
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technologii kolumn, monolity
umozliwiajg istotne obnize-
nie ci$nienia potrzebnego do
przeprowadzenia fazy rucho-
mej przez kolumne chroma-
tograficzna. Zasadniczg zaletg
wypetnien  monolitycznych
jest znaczace poprawienie
szybkosci analizy (dzieki wy-
sokoporowatej strukturze zto-
za zwiekszony przeptyw fazy
powoduje
zZnacznego wzrostu cisnienia
na kolumnie) wraz ze zwiek-

ruchomej nie

szeniem rozdzielczosci pikow.
Mozna wyrézni¢ zasadniczo
dwa gtéwne typy monoli-
tycznych faz stacjonarnych
uzywanych w chromatografii
jonowej:

- monolityczne fazy oparte na
zelu krzemionkowym (gtéw-
nie fazy chemicznie zwigzane
z uwagi na mniejsza ,wrazli-
wos¢” pokrycia na zmiany elu-
entu czy temperatury w po-
réwnaniu z fazami dynamicz-
nie modyfikowanymi)

- polimery organiczne (szcze-
golnie uzyteczne w rozdziela-
niu aniondw z uwagi na swojg
stabilno$¢ w wysokim zakresie
pH, tatwos¢ przygotowania
oraz wysoka przenikalnos$¢
eluentu poprzez porowate
ztoze, a wiec mozliwo$¢ znacz-
nego zwiekszenia szybkosci
przeptywu).

Fazy oparte na nosnikach
monolitycznych sg coraz po-
wszechniej uzywane w wy-
sokosprawnej chromatogra-
fii jonowymiennej. Niestety
w dziedzinie HPCIC mozna
przykta-
dy stosowania takich faz,
ale biorac pod uwage zalety
szybkich analiz nalezy przy-
puszcza¢, ze technologia ta-

znalez¢  nieliczne

kich faz bedzie sie rozwijac.
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Tabela 2. Wybrane zastosowania HPCIC w analizie jondw metali w prébkach o ztozonej matrycy

zastosowanie faza stacjonarna faza ruchoma detekcja literatura
PB, CD, CU PS-DVB dynamicznie 1 MOL/DM3 KNO3, PCR, PAR, 520 NM [34]
W mace ryzowej pokryty kwasem 0,25 MOL/DM3 kwas
4-chlorodipikolinowym 4-chlorodipikolinowy
CU, ZN, CO, MN, CD Y- 0,025 MOL/DM3 PCR, PAR, 510 NM [26]
w tkankach ostryg aminobutyrohyroksamowy na kwas szczawiowy,
(NIST SRM 1566A, polimerycznym nosniku 0,025 MOL/DM3
woda morska) azotan (V) sodu
MG i CA porowaty wegiel grafityzowany | 45 - 58 % MEOH, 0,004 VIS, 575 NM [35]
w zasolonej wodzie dynamicznie pokryty chlorkiem MOL/DM3 O-CPC
morskiej, probkach ORTO-CETYLOPIRYDYNY
kopalnianych (0-CPC)
MG, MN, CD, ZN, PB btekit metylotymolowy (MTB) 0,5 MOL/DM3 KNO5 VIS, 600 NM [36]
w solankach osadzony na z dodatkiem
polimerycznym noséniku 0002 MOL/DM3 MTB
BE w osadach zel krzemionkowy 1 MOL/DM3 KNOs5, PCR, chromoazurol [19]
potokdw z chemicznie zwigzanym 0,5 MOL/DM3 HNOs, S(CAS), 560 NM
kwasem 0,08 MOL/DM3
aminometylofosfonowym kwas askorbinowy
CU, MN, CD, CO, ZN 10 uM LICHROPREP-NH, 0,008 MOL/DM3 kwas PCR, 0,0005 MOL/DM3 PAR, [37]
w zmineralizowanych z chemicznie zwiazanym szczawiowy, 1,0 MOL/DM3
grzybniach shiitake kwasem 0,001 MOL/DM3 2-dimetyloaminoetanal,
kalkonokarboksylowym wodorotlenek 0.50 MOL/DM3 NH,OH,
(CCA) tetrametyloamoniowy 0,3 MOL/DM3 NAHCO;
(TMAH),
0,05 MOL/DM3 KOH

Nowe osiggniecia w dziedzi-
nie monolitycznych faz sta-
cjonarnych do chromatografii
jonowej kationéw dotycza
zastosowania monolitycznej
fazy stacjonarnej opartej na
zelu krzemionkowym mody-
fikowanym grupami kwasu
(IDA) do
rozdzielania kationéw metali
lekkich oraz niektérych ka-
tiondw metali przejsciowych.
Zastapienie  tradycyjnego
wypetnienia (zelu krzemion-
kowego pokrytego grupami
IDA) monolitycznym ztozem
z tymi samymi ugrupowania-

iminodioctowego

mi prawie sze$ciokrotnie skro-
cito czas analizy kationéw Mn,
Cd, Zn oraz Pb, ktére w od-
réznieniu od fazy nie-mono-
litycznej ulegty catkowitemu
rozdzieleniu na monolitycznej
fazie [13].

Surgue i Nesterenko poréwna-
li rozdzielanie jonéw wapnia i
magnezu zawartych w 1 molo-
wym roztworze KCl na dwéch
fazach stacjonarnych zawiera-
jacych jednakowe ugrupowa-
nia IDA na powierzchni nosni-
kow typu zel krzemionkowy
[14]. Monolityczna faza stacjo-
narna (kolumna o dtugosci 10
cm) pozwolita na rozdzielenie
ww. jonoéw do linii bazowej
w czasie krétszym niz 1 minu-
ta, czyli 5-krotnie szybciej niz
na fazie stacjonarnej o roz-
miarze ziaren 8um (kolumna
o dtugosci 25 cm).

3. Detekcja w HPCIC

Chociaz juz w latach pie¢-
dziesigtych ubiegtego wieku
stosowano wiele odczynni-
kow tworzacych w reakcjach

kolorymetrycznych  barwne
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potaczenia z jonami metali,
tylko niektére z nich w petni
nadawaty sie jako reagenty do
pokolumnowej derywatyzacji
(PCR) umozliwiajacej detek-
cje spektrofotometryczna. Na
przeszkodzie staty zbyt wolne
tworzenie potaczen komplek-
sowych orazich stabarozpusz-
czalno$¢ w wodzie. W latach
siedemdziesigtych Fritz i Story
[28] zastosowali 4-(2-pirydy-
lazo)rezorcynol (PAR), ktory
nalezy obecnie do najcze-
sciej stosowanych reagentow
PCR w chromatografii jono-
wej. PAR tworzy barwne po-
taczenia z licznymi metalami
(w tym Zn, Mn, Fe, Co, Ni, Cu,
Cd i Pb). Dodatek ZnEDTA do
PAR pozwala poprawi¢ de-
tekcje dla Mg, Ca, Sri Ba. Dla
lantanowcow i aktynowcow
lepsze okazaty sie odczynniki

eliminujace ryzyko ewentu-
alnego wytracania, takie jak
Arsenazo | lub Arsenazo Il [29,
301.

Molowy  wspotczynnik —ab-
sorpcji wynosidlaPAR7 x 104
L mol™ em™, podczas gdy dla
pochodnych PAR, np. 2-(5-ni-
tro-2-pirydylazo)-5-(N-propy-
lo-N-sulfopropyloamino)fe-
nolu (Nitro-PAPS) wynosi 1,2
x 10° L mol" cm. Pomimo
tego stosowanie takich po-
chodnych do derywatyzacji
pokolumnowej nie jest zbyt
czeste co wigze sie z wysokimi
kosztami produkgji takich po-
chodnych.
Problem rozpuszczalnosci
organicznych reagentéw do
PCR moze by¢ rozwigzany
dzieki dodatkom srodkéw po-
wierzchniowoczynnych (SPC)
tworzacych micele, takich jak



chlorek cetylopirydyny (CPC),
czy niejonowy polioksyety-
leno-t-oktylofenol (Triton X-
-100). Micele SPC solubilizuja
formy hydrofobowe, a takze
reaguja z formami jonowy-
mi. Dodatek niewielkiej ilosci
(0,5 - 2,0 %) CPC do oranzu
ksylenolowego poprawit az
trzykrotnie absorbancje przy
oznaczaniu lantanowcéw [31].

Czestym problemem jest tak-
ze obecnos¢ tzw. szumow li-
nii bazowej majacych istotny
wplyw na oznaczalnos$¢ i wy-
krywalno$¢ poszczegdinych
analitow. Obecnie, aby po-
prawic granice wykrywalnosci
stosowane sg miedzy innymi
elektroniczne metody filtro-
wania sygnatu (ang. electronic
filters) majace na celu wzmac-

nianie sygnatu na wyjsciu de-
tektora przed przestaniem go
do integracji komputerowe;j.
Operator (analityk) dokonuje
wyboru statej czasowej ma-
jacej wptyw na wyglad linii
bazowej i pikow. Alternatyw-
na opcja s3 komputerowe
oprogramowania posiadajace
mozliwosci thumienia szumow
linii bazowej w trakcie lub po
zakonczeniu analizy. Specjal-
ne algorytmy stosowane do
Jwygtadzania” linii bazowej
chromatograméw  dostepne
s w wiekszosci oprogramo-
wan sterujacych chromato-
grafami jonowymi.

Szczegdlne znaczenie dla po-
prawnosci analiz majg odpo-
wiednie konstrukcje pomp,
w ktérych zastepowane sa

ttoki pracujace z nizsza cze-
stotliwoscig, na ttoki pracuja-
ce z wiekszg czestotliwoscia.
Coraz szybsze analizy wyma-
gaja niekiedy bardzo wyso-
kich predkosci przeptywu faz
ruchomych. Sytuacja jeszcze
bardziej komplikuje sie, gdy
detekcja jest poprzedzona
derywatyzacja pokolumnowa,
poniewaz poziom szumoéw
ulega wzmocnieniu (2 pompy
zamiast jednej). Ostatnio fir-
ma JPP Chromatography UK
zastosowata specjalny elek-
troniczny ekstraktor sygnatéw
(JPP SES 203 system) oparty
na zaprogramowanych mikro-
procesorach niejako odnajdu-
jacych sygnat analitu sposrod
szumoéw majacych swe zrédto
nie tylko w pracy pompy [32].

Rozwigzanie to umozliwito
analize metali o stezeniach od
0,5 do 4 ppb na chelatujacej
fazie stacjonarnej (zel krze-
mionkowy z grupami kwasu
iminodioctowego) z uzyciem
derywatyzacji pokolumnowej
PAR/NH;.

4.Nowe zastosowania HPCIC
w $ladowej analizie metali

Od lat chromatografia jonowa
coraz silniej wkracza na pole
analizy prébek biologicznych,
klinicznych, o skomplikowa-
nej, ztozonej matrycy. Termin
.Ztozona matryca” prébki
dotyczy gtdéwnie roztworéw
o duzej sile jonowej, wzgled-
nie roztworéw zawierajace
duze dysproporcje pomiedzy
stezeniem oznaczanego jonu

W naszej ofercie:

— mikrowagi

— komparatory
— wagosuszarki

— pipety automatyczne

zmetnienia

— wagi analityczne, precyzyjne i przemystowe

— ph-/jonometry i elektrody

— aparaty do miareczkowania

— systemy analizy termicznej

— gestosciomierze, refraktometry, wiskozymetry

— automatyczne reaktory laboratoryjne

— systemy pomiarowe ph-/Redox, O9, przewodnosci,
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(jondbw) a stezeniem innych
jonéw obecnych w prébce.

Probki biologiczne zawieraja-
ce zwykle duze ilosci materii
organicznej (np. biatek o du-
zych rozmiarach czasteczek),
a mate ilosci jonéw nieorga-
nicznych badz jonéw orga-
nicznych, ewentualnie prébki
niewodne nalezg réwniez do
tej grupy [33]. Analiza takich
prébek uwazanajestjako trud-
na, poniewaz natura analitéw
i sktadnikéw matrycy moze
by¢ zmienna (poprzez zamia-
ne choc¢by wartosci pH, czy
czasu przechowywania pro-
bek). Dodatkowa komplikacje
stanowi¢ moga naktadajace
sie wzajemnie r6zne mecha-
nizmy retencji, np. do jono-
wymiennego
retencji dokfada sie niekiedy
jonowykluczanie,
oddziatywania hydrofobowe,
etc. Zwykle probki biologiczne
zawieraja znaczne ilosci ma-
gnezu i wapnia, co ma duze
znaczenie przy jednoczesnym

mechanizmu

wzajemne

oznaczaniu niewielkich ilosci
jonéw metali przejsciowych.
Dzieki stosowaniu chelatuja-
cych faz stacjonarnych oraz
faz ruchomych zawierajgcymi
kompleksujagce  odczynniki
Znaczaco poszerzaja sie moz-
liwosci wyboru selektywnego
uktadu chromatograficznego.
Duza zaletg HPCIC jest moz-
liwos¢ oznaczania analitow
w bardzo stezonych roztwo-
rach soli, co bytoby znacznie
utrudnione gdyby rozdziela-
nie odbywato sie tylko dzieki
wymianie jonowej.

W badaniach witasnych zasto-
sowatam opisang wczesniej
faze stacjonarng (LiChroprep-
NH, z chemicznie zwigzanym
kwasem kalkonokarboksylo-
wym (CCA)) do analizy wy-

20

b)

M* + 1> —> ML

SO;H

(H,L 95 L% +2H" (faza ruchoma))

Rys. 2. Oddziatywania pomiedzy jonami oznaczanego
metalu (M2%), a- faza stacjonarna ze zwigzanym jonem
metalu (R - pozostaty fragment otrzymanego sorbentu),
b- kompleks jonu metalu z ligandem z fazy ruchomej (L2")

branych metali przejsciowych
w zmineralizowanych grzyb-
niach  Shiitake (Lentinula
edodes (Berk.)). Zastosowany
przeze mnie wariant chroma-
tografii jonowej oparty jest na
tworzeniu kompleksoéw jonéw
oznaczanych metali z ugru-
powaniem chelatujacym fazy
stacjonarnej oraz tworze-
niu komplekséw tych jonéow
z odczynnikami chelatujacy-
mi, wchodzgcymi w sktad fazy
ruchomej (np. kwas pirydyno-
dikarboksylowy (PDCA) (rys.

2).
Zastosowana faza rucho-
ma (0,008 mol/dm3 kwas

szczawiowy, 0,001 mol/dm3
wodorotlenek  tetrametylo-
amoniowy (TMAH), 0,05 mol/
dm3 KOH; pH= 4,7 + 0,1) za-
wierata znaczne ilosci jonéw
potasu, ktére neutralizujg
miejsca wymiany jonowej.
Istotne jest réwniez to, aby
stezenie ligandu w eluencie
nie przekroczyto poziomu,
ktéry uniemozliwitby pdzniej-
szg derywatyzacje i detekcje.
Niektore kwasy karboksylowe

LAS rok 16, nr 2

(np. kwas pirydynodikarbok-
sylowy) tworza bardzo trwate
kompleksy z jonami metali,
dlatego stezenie tych kwasow
w fazie ruchomej nie powin-
no by¢ zbyt duze, poniewaz
reagent derywatyzujacy (PAR)
musi mie¢ mozliwos¢ utwo-
rzenia komplekséw z jonami
analizowanych metali.

Stabilnos¢ kompleksu miedzy
chelatujagcym ligandem a jo-
nem okres$lonego metalu za-
lezy m.in. od sktadu i wartosci
pH eluentu. Wraz ze zmniej-
szeniemtejwartoscizmniejsza
sie wartos¢ warunkowej statej
trwatosci takiego kompleksu,
a tym samym krotszy jest czas
retencji jonéw tego metalu
i wezszy pik na chromatogra-
mie. Wynika to z faktu, ze im
nizsza jest wartos¢ pH, tym
wieksza jest szybkos¢ dysocja-
¢ji utworzonego kompleksu.
Dlatego mniejsze wartosci
pH eluentu sg wymagane dla
komplekséw metali o duzych
wartos$ciach statych trwato-
$ci. Jednak jak dotad nie jest
jeszcze dostatecznie potwier-

dzone, czy lepsze rozdzielenie
mozna uzyskac stosujac nizsze
wartosci pH eluentu dla trwal-
szych chelatéw, czy wyzsze
wartosci pH w odniesieniu do
chelatéw mniej trwatych [38].
Czesto w HPCIC piki na chro-
matogramie s3
duzo szersze w poréwnaniu
z pikami uzyskanymi w innych
wariantach ~ chromatografii
Poszerzenie piku,

Zazwyczaj

jonowej.
a wiec spadek sprawnosci
ukfadu moze wynika¢ z opisa-
nej powyzej powolnej kinety-
ki proceséw kompleksowania,
a takze mozliwosci wystepo-
wania analitu w réznych po-
staciach (tzn. réznych formach
komplekséw). Jezeli réwno-
waga kompleksowania usta-
la sie szybko w poréwnaniu
z migracja na kolumnie, wtedy
nie ma obawy pojawiania sie
kilku pikéw odpowiadajacych
jednemu analitowi, badz piku
o zbyt szerokiej podstawie.
Rys. 3 przedstawia przykfado-
we chromatogramy uzyskane
podczas analizy prébek grzyb-
ni Shiitake na kolumnie Lichro-
prep-NH2 zwigzanej z CCA
(4.6 mm x 150 mm) [37].

5. Podsumowanie

Niniejszy przeglad wybranych
osiggnie¢  wysokosprawnej
chromatografii jonowej, kto-
rej mechanizm rozdzielania
zwigzany jest z tworzeniem
chelatéw na fazie stacjonar-
nej (ewentualnie takze w fazie
ruchomej) pokazuje w jakim
kierunku zmierzajg obecnie
analizy substancji o charakte-
rze jonowym. Doktadniejsze
poznanie wzajemnych od-
dziatywan analitow z fazami
ukfadu chromatograficznego
pozwolito na selektywny do-
bor odpowiednich odczynni-
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Rys. 3. Rozdzielanie badanych jondw metali na kolumnie Lichroprep-NH2 zwigzanej

z CCA (4.6 mm x 150 mm), a - Slepa proba (woda dejonizowana, 18 M2cm), b - chro-
matogram prébki grzybni prekursorowanej selenem, ¢ - chromatogram probki grzybni
prekursorowanej selenem i wzbogaconej kobaltem, d - chromatogram mieszaniny
wzorcowej (szczegdtowe warunki chromatograficznego rozdzielania jonédw metali po-

daje praca [37]).

kow chelatujacych, dzieki kté-
rym powstaja nowe materiaty
wypetnienia kolumn. HPCIC to
technika pozwalajaca obecnie
na rozdzielanie jonéw w préb-
kach o dos$¢ ztozonych matry-
cach - w tym biologicznych.
Jeszcze do niedawna analiza
prébek takich jak silnie zaso-
lone wody byfa réwniez dos¢
duzym wyzwaniem w chro-
matografii jonowej. Obecne
kolumny do HPCIC w pofta-
czeniu z selektywnymi od-
czynnikami do derywatyzacji
pokolumnowej pozwalaja na
znaczne obnizenie granicy
wykrywalnosci, a poprzez od-
powiednie sposoby zmniej-
szania szumoéw mozliwa jest
detekcja na poziomie poréw-
nywalnym z bardzo czutymi
technikami spektroskopowy-
mi. Wysokosprawna chroma-
tografia jonowa z chelatuja-
cymi
wnosi ogromng réznorodnos¢
w analityce substancji o cha-

fazami stacjonarnymi

rakterze jonowym, a przez to
utatwia dokonanie wyboru
optymalnych warunkéw do
ich rozdzielania.
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