Chromatografia w dwoch odstonach (cz. 1)

Podstawy chromatografii, czyli co byto

Szacuje sig, ze pod koniec XIX
wieku w srodowisku obecnych
byto okoto 300 000 zwigzkéw
chemicznych. Pézniej w zwiagz-
ku z gwattownym rozwojem
przemystu i skokiem cywiliza-
cyjnym liczba ta gwattownie
wzrosta i obecnie (lipiec 2013
rok) wedtug danych CAS ilos¢
ta przekracza juz 65 000 000!!!
Wsréd tych zwiazkéw tylko
procent stanowig
te, ktére mozna uwazaé za
obojetne
dla zdrowia cztowieka. Wie-

niewielki
lub nieszkodliwe

le z nich jest szkodliwych dla
organizméw zywych nawet
w bardzo niskich stezeniach,
w zwigzku z czym zmieniaja
sie regulacje prawne dotycza-
ce rodzaju i dopuszczalnych
stezen analitéw w réznego ro-
dzajach matryc [1]. Na szcze-
scie postep w chemii anali-
tycznej zwigzany z rozwojem
nowych metod i technik po-
miarowych, a takze sposo-
bami przygotowania prébek
do analizy spowodowat, ze
obecnie mozemy oznaczac
niemalze wszystko wszedzie,
tj. potrafimy wykrywac sub-
stancje wystepujace nawet na
poziomach stezen 107'° i to
takze w prébkach o ztozonej
matrycy. Pytanie tylko czy na-
prawde zawsze warto tym sie
zajmowac? Czy ponoszone
koszty sa adekwatne do osia-
gnietych celéw?

Obecnie obserwujemy szyb-
ki rozwéj nowych metod
i technik analitycznych, co
z jednej strony podyktowa-
ne jest potrzebami (bezpie-
czenstwo zdrowotne i dane
toksykologiczne), a z drugiej
- wilasnie niemalze nieogra-
niczonymi mozliwosciami
analitycznymi. Rézne anality
wykrywane i oznaczane s3
w probkach
klinicznych,

czy srodowiskowych. Analita-
mi najczesciej oznaczanymi

spozywczych,
przemystowych

w prébkach srodowiskowych
s3: WWA (wielopierécieniowe
weglowodory aromatyczne),
BTEX (benzen, toluen, etylo-
benzen, ksyleny), THM (triha-
lometany), LZO (lotne zwigzki
organiczne), PCB (polichloro-
bifenyle), pestycydy, fenole,
dioksyny i dibenzofurany, nie-
organiczne aniony (min. F,
Cl, PO,*, SO,%, NO;, NO,)
i kationy (min. Na*, NH,*, K*,
Ca?*, Mg?* oraz metale i me-
taloidy (min. Co, Ni, Cu, Fe, Zn,
Cd, Pb, As, Cr, Mn, Ba, Rb, Sr,
Ag,Tl,V, U, Bi, Mo, Sb).

Sposréd wielu réznych metod
i technik analitycznych czoto-
we miejsce zajmuje chroma-
tografia, ktéra ze wzgledu na
swoje zalety jest powszech-
nie stosowana zaréwno
w laboratoriach kontrolno-po-
miarowych, jak i naukowo-ba-
dawczych. Ocenia sie, ze chro-

matografy gazowe i cieczowe
sa najpopularniejszymi przy-
rzagdami badawczymi w labo-
ratoriach na catym Swiecie.
W niniejszym dwuczesciowym
artykule krétko zostanie opisa-
na historia chromatografii i jej
zastosowania w minionych 50
latach (cze$¢ 1), oraz najnow-
sze rozwiagzania i tendencje
rozwojowe ze szczegSlnym
uwzglednieniem tegorocznej
wystawy Pittcon 2013 w USA
(czescl).

Chromatografia jako meto-
da rozdzielania znana jest
od poczatku XX wieku, kiedy
to biochemik z Uniwersyte-
tu Warszawskiego - Michat
Semenowicz Cwiet rozdzielit
barwniki roslinne wykorzystu-
jac w tym celu kolumne wy-
petniong weglanem wapnia.
W celu opisania nowej opra-
cowanej przez siebie metody
greckimi stowami oznaczaja-
cymi ,barwe” (grec. kpwpa)
i,zapis” (grec. ypagw) utworzyt
nowe stowo - ,chromatogra-
fia" oznaczajace ,zapisywanie
barw”. Po tym historycznym
wydarzeniu nastapit kilkudzie-
siecioletni impas w rozwoju
chromatografii i dopiero w la-
tach 40. i 50. ubiegtego wieku
wrécono na szeroka skale do
tego odkrycia.
Obecnie  metody
tograficzne, ze wzgledu na

chroma-

mozliwos¢ szybkiego rozdzie-
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lania i oznaczania substancji
w prébkach o ztozonych ma-
trycach, naleza do najbardziej
rozpowszechnionych metod
instrumentalnych w chemii
analitycznej.

Chromatografia to fizykoche-
miczna metoda rozdzielania
mieszanin w wyniku ich r6z-
nego podziatu miedzy faze
ruchoma i nieruchoma. Je-
zeli faza ruchoma jest gaz, to
mamy do czynienia z chro-
matografig gazowa (ang. Gas
Chromatography, GC), a gdy
jest nig ciecz — chromatografia
cieczowq (ang. Liquid Chro-
matography, LC). Jezeli faza
ruchoma jest ptyn w stanie
nadkrytycznym, to taki rodzaj
chromatografii
chromatografia nadkrytycz-
ng (ang. Supercritical Fluid
Chromatography, SFC) [2]. Ze
wzgledu na mechanizm od-
dziatywan rozdzielanych sub-
stancji z fazag ruchoma i faza

nazywamy

stacjonarng, metody chroma-
tograficzne mozna podzieli¢
przyktadowo na [3]:

1. Chromatografie adsorp-
cyjna, w ktérej w normalnym
uktadzie faz (NP) wykorzystuje
sie oddziatywania polarnych
grup funkcyjnych rozdziela-
nych sktadnikéw z polarnymi
centrami aktywnymi obecny-
mi na powierzchni fazy sta-
cjonarnej. Z kolei w ukfadzie
faz odwréconych (RP) faza

11



stacjonarna jest niepolarna,
a faza ruchoma polarna.

2. Chromatografie podzia-
towa, w ktérej o rozdzielaniu
decyduje réznica wspodtczyn-
nikéw podziatu sktadnikéw
mieszaniny pomiedzy dwie
fazy ciekte, tj. pomiedzy cie-
kia faza ruchoma i ciekta faza
stacjonarna osadzong na no-
$niku.

Wykorzystywanie réznych faz
ruchomych i stacjonarnych -
odmiennych, co do fizykoche-
micznej natury oddziatywan
powodujacych  rozdzielanie
chromatograficzne, dopro-
wadzito do powstania wielu
ré6znych technik chromato-
graficznych wymienionych
powyzej, z ktorych najwieksze
znaczenie maja: chromato-
grafia gazowa (GC), wysoko-
sprawna chromatografia cie-
czowa (ang. High Performance
Liquid Chromatography, HPLC)
i chromatografia cienkowar-
stwowa (ang. Thin Layer Chro-
matography, TLC).
Chromatografia gazowa to
metoda analityczna wyko-
rzystujaca efekt rozdzielania
z uzyciem obojetnego gazu
(np. He) jako fazy rucho-
mej, oraz porowatego ciata
statego lub filmu polimeru
organicznego jako fazy sta-
Chromatogra-
fia gazowa stosowana jest
przede wszystkim do analiz
skfadu
nin zwigzkéw chemicznych,
zwtaszcza lotnych zwigzkéw
Metoda ta
mozna analizowad substan-
cje, ktére w warunkach chro-
matografowania majg postac
gazéw lub par, co w praktyce
oznacza, ze ich temperatury
wrzenia nie przekraczaja 350-

cjonarnej.

ztozonych miesza-

organicznych.

4000°C. Ocenia sie, ze metoda
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chromatografii gazowej moz-
na rozdziela¢ i oznacza¢ oko-
to 20% znanych zwiazkéw
chemicznych.
Wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa, to odmiana
chromatografii cieczowej,
stosowana gtéwnie do analiz
probek zawierajacych nie-
lotne, wielkoczasteczkowe
zwigzki chemiczne. Meto-
da HPLC mozna analizowac
znacznie wiecej substancji
niz metoda GC. Skfad fazy
ciektej i rodzaj fazy stacjo-
narnej jest uzalezniony od
sktadu badanych prébek oraz
typu oddziatywan wykorzy-
stywanych do
analitéw.

rozdzielania

O ile do oznaczania zwigzkéw
organicznych dominujacy-
mi metodami rozdzielania sg
chromatografia gazowa i wy-
sokosprawna chromatografia
cieczowa, w przypadku ozna-
czania substancji
nicznych dominuje metoda
chromatografii jonowej. Jest
to odmiana wysokospraw-
nej chromatografii cieczowe;j
stosowana do

nieorga-

rozdzielania
i oznaczania aniondéw i ka-
tionéw, a takze innych sub-
stancji po ich wczesniejszym
przeprowadzeniu w formy
jonowe [4]. W literaturze spo-
tka¢ mozna takze okreslenie
chromatografia
mienna (ang. lon-Exchange
Chromatography, IEC), ktéra
rézni sie od chromatografii
jonowej, chociaz obydwa po-
wyzsze rodzaje chromatogra-

jonowy-

fii oparte s3 na znanych od
dawna procesach wymiany
jonowe;j.

Z kolei w chromatografii
cienkowarstwowej wykorzy-
stuje jako faze stacjonarna
cienka warstwe porowatego
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sorbentu oraz ciecz jako faze
ruchoma. Metoda ta jest ce-
niona ze wzgledu na prostote
i szybkos¢ oraz niskie koszty.
W chromatografii  cienko-
warstwowej
na ogoét te same sorbenty, co
w kolumnowej chromatografii
cieczowej (najczesciej mody-
fikowany zel krzemionkowy).
Rozdziat chromatograficzny
prowadzi sie w specjalnej,
zamknietej komorze, zawie-
rajgcej eluent i atmosfere
nasycong jego parami. Do
wizualizacji efektow rozdziatu
wykorzystywane sg specjalne

stosowane s3

reagenty, tworzace ze zwigz-
kami organicznymi barwne
zwiazki.

Warto w tym miejscu wspo-
mnie¢ o metodach szeroko
elektroforezy
kapilarnej, stosowanej row-
niez do analizy anionéw i ka-
tiondbw. Obecnie terminem

rozumianej

elektroforeza kapilarna (ang.
Capillary Electrphoresis, CE),
okresla sie techniki elektro-
migracyjne, takie jak: kapi-
larna elektroforeza strefowa
(ang. Capillary Zone Electro-
phoresis, CZE), kapilarne
ogniskowanie izoelektrycz-
ne (ang. Capillary Isoelec-
tric Focusing, CIEF), zelowa
elektroforeza kapilarna (ang.
Capillary Gel Electrophoresis,
CGE) oraz izotachoforeza ka-
pilarna (ang. Capillary Isota-
chophoresis, CITP). Czasami
dodaje sie do tego réwniez
micelarna elektrokinetycz-
ng chromatografie kapilarng
(ang. Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography,
MECC) [5].

Metody chromatograficzne
sq powszechnie stosowane
zarbwno na skale prepara-
tywna, jak i analityczna. Za

prace zwigzane z metodami
chromatograficznymi
krotnie przyznawano nagrody
Nobla. Najwazniejsze z nich to
nagrody za prace dotyczace

wielo-

elektroforezy i chromatografii
adsorpcyjnej (A. Tiselius, rok
1948) oraz za rozwdj teorii
chromatografii  podziatowej
(AJ.P. Martin i R.L.M Synge,
rok 1952). Pierwszy komer-
cyjny chromatograf gazowy
z detektorem cieplno-prze-
wodnosciowym pojawit sie
na rynku w roku 1955, a wy-
sokosprawny  chromatograf
cieczowy okoto 10 lat pdzniej.
Warto w tym miejscu dodac,
ze pierwszy w Polsce wyso-
kocisnieniowy chromato-
graf cieczowy skonstruowat
w potowie lat 60. XX wieku
pracownik Politechniki Gdan-
skiej - prof. J.S. Kowalczyk.
Problematyke nomenklatury
chromatograficznej uporzad-
kowano i opisano w,Stowniku
chromatografii i elektrofore-
zy", pod redakcjg Witkiewicza
i Heptera wydanym przez
PWN w roku 2004 [6], ktérego
nowe wydanie ukaze sie na
rynku wkrotce.

Informacje wynikajgce z da-
nych toksykologicznych wy-
magaja ciagtego obnizania
granic wykrywalnosci anali-
tow do ekstremalnie niskich
pozioméw stezen, co spo-
wodowato, ze dotychczas
stosowane metody anali-
tyczne nie zawsze spetniaty
te wymagania. W zwiazku
z tym taczy sie rézne metody
separacyjne i metody detek-
cji, co okreslane jest ogdlna
nazwg metody faczone. Od-
powiednia technika faczona
powinna by¢ selektywna wo-
bec oznaczanych analitow,
czuta w szerokim zakresie



stezen i powinna umozliwia¢
mozliwie jak najlepsza iden-

tyfikacje oznaczanych sub-
stancji. Wyb6r odpowiedniej
techniki faczonej powinien
by¢ uwarunkowany naturg
analitu, tatwosciag pofaczenia
réznych metod, wymagang
czutosdcig oznaczen oraz do-
stepnoscig urzadzen.

W badaniach analitéw w for-
mie gazowej dominuje chro-
matografia gazowa, ze wzgle-
du na wysoka sprawnosc
rozdzielania i mozliwos¢ osia-
gniecia bardzo niskich gra-
nic wykrywalnosci. Jednakze
wiele interesujacych z punk-
tu widzenia analizy specja-
cyjnej form pierwiastkow nie
wystepuje w stanie lotnym
i nie da sie ich przeksztatci¢
do tej postaci np. poprzez
reakcje derywatyzacji. Sg to
praktycznie wszystkie kom-
pleksy koordynacyjne metali
sladowych, ale takze liczne
zwigzki metaloorganiczne
(zawierajace kowalencyjnie
zwigzany metal lub metalo-
id). Dla wszystkich tych form,
najczestszym wyborem s3
kolumnowe techniki rozdzie-
lania w fazie ciektej, takie jak
wysokosprawna chromato-
grafia cieczowa w réznych
odmianach czy elektroforeza
kapilarna. Wynika to z fatwo-
$ci ich pofaczenia w uktadzie
on-line oraz réznorodnosci
mechanizmoéw rozdzielania
i dostepnosci faz ruchomych,
co pozwala na zachowanie
oznaczonej formy w stanie
niezmienionym.

Do najczesciej stosowanych
metod detekgcji w technikach
taczonych naleza: spektrome-
tria mas (ang. Mass Spectro-
scopy, MS), spektrometria mas
z plazma indukcyjnie sprzezo-

Forma Metoda Metoda
specjacyjna separacyjna detekcji
2
o 0 . EI-MS
Prébki g 2 Chromatografia FTIR
gazowe 8§ 2 gazowa AFS
()
Chromatografia cieczowa:
Chromatografia w odwréconym uktadzie faz
Chromatografia oddziatywania hydrofilowego ESI-MS
o Chromatografia jonowa ICP-MS
% Chromatografia wykluczania jonowego FAAS
2 i .
g o Chromatografia par jonowych ETAAS
Probki T = ICP-OES
. (O
ciekte o 8 Elektroforeza kapilarna MIP-AES
g - kapilarna elektroforeza strefowa,
= kapilarne ognskowanie izoelektryczne,
n

v zelowa elektroforeza kapilarna,
izotachoforeza kapilarna, micelarna elektrokinetyczna

chromatografie kapilarng

Rys.1. Przyktadowe techniki tgczone stosowane w analizie specjacyjnej

na (ang. Inductively Coupled
Plasma Mass Spektrometry,
ICP-MS),
mowa spektrometria absorp-
cyjna (ang. Flame Atomic Ab-
sorption Spektrometry, FAAS),
atomowa

ptomieniowa ato-

elektrotermiczna
spektrometria absorpcyjna
(ang. Electrothermal Atomic
Absorption Spektrometry, ET
AAS), atomowa spektrometria
fluorescencyjna (ang. Atomic
Fluorescence Spektrometry,
AFS), spektrometria emisji
optycznej ze wzbudzeniem
w plazmie indukcyjnie sprze-
zonej (ang. Inductively Co-
upled Plasma Atomic Emission
Spectroscopy, ICP-AES), mikro-
falowo indukowana plazma
z atomowg spektrometrig ab-
sorpcyjng
Inducted Plasma Atomic Emis-
sion Spektrometry, MIP AES),
spektroskopia w podczerwie-

(ang. Microvawe

ni z transformacjg Fouriera
(ang. Fourier Transform Infra-
red Spectroscopy, FTIR) oraz

spektroskopia
nego rezonansu jadrowego
(ang. Nuclear Magnetic Reso-
nance, NMR).

Najszybciej techniki faczo-
ne wprowadzono poprzez
potaczenie
gazowej z réznymi detektora-
mi, tworzac takie uktady jak:
GC-AAS (ang. Gas Chromato-
graphy - Atomic Absorption
Spectrometry), GC-AES (ang.
Gas Chromatography — Emis-
sion Atomic Spectrometry),
GC-MS (ang. Gas Chromato-
graphy — Mass Spectrometry),
czy GC-ICP-MS-TOF, (ang. Gas
Chromatography - Inductively
Coupled Plasma - Mass Spec-
trometry — Time of Flight Mass
Spectrometry). Ze wzgledéw
technicznych nieco poézniej
na rynku pojawity sie ukfady
wykorzystujace do rozdziela-

magnetycz-

chromatografii

nia analizowanych substan-
cji metody chromatografii
cieczowej, takie jak przede

wszystkim: HPLC-ICP-MS
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(ang. High Performance Liquid
Chromatography — Inductively
Coupled Plasma — Mass Spec-
trometry) HPLC-MS (ang. High
Performance Liquid Chroma-
tography — Mass Spectrome-
try) [71].

Techniki taczone tak jak
i wszystkie inne maja swoje
zalety i ograniczenia. Do tych
pierwszych nalezy precyzja
oznaczen i ekstremalnie niskie
granice oznaczalnosci, a do
ograniczen koszty analiz zwia-
zane z niedostepnoscig odpo-
wiedniej aparatury oraz wyso-
kie wymagania do personelu
obstugujacego tak ztozone
zestawy analityczne.

Na rysunku 1. przestawiono
przyktadowe mozliwosci wy-
korzystania technik tagczonych
w analizie specjacyjne;j.
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