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1.1. UvOD

Hromatografija je razvijena od strane ruskog botani¢ara M.S. Cvet-a kao
tehnika za razdvajanje obojenih biljnih  pigmenata. Definicija je
generalizovana od strane specijalnog komiteta Medunarodne unije za ¢istu |
primenjenu hemiju (eng. International Union of Pure and Applied
Chemistry, IUPAC) na osnovu koje je hromatografija metoda koja se
prvenstveno Kkoristi za razdvajanje komponenata uzorka, pri ¢emu su
komponente rasporedene izmedu dve faze, stacionarne (nepokretne) i
mobilne (pokretne). Stacionarna faza moze biti Cvrsta, teCna naneta na ¢vrst
nosac ili u vidu gela. Moze biti pakovana u koloni ili naneta kao tanak sloj
ili film na odgovarajuc¢i nosac. Mobilna faza moze biti gas ili tecnost.
Ovakva definicija zanemaruje mogucnost koriS¢enja superkriti¢nog fluida
kao mobilne faze. Prema Cvet-u pojam hromatografija potice od grckih reci
chroma — boja i grafein — pisati. Cvet je takode istakao da bezbojne
supstance mogu da se razdvajaju na isti na¢in. UopSteno, hromatografija je
,univerzalna” 1 Siroko rasprostranjena tehnika. Podjednako se moze
primenjivati u svim oblastima hemije i biohemije, biologije, kontrole
kvaliteta, za razliCita istrazivanja, analize, razdvajanja, u preparativne svrhe,
za fizicko-hemijska merenja, kao i u analizi uzoraka zivotne sredine. Moze
se podjednako uspeSno primeniti na makro 1 mikro nivou.

Vaznost hromatografije u nauci se moze ilustrovati na mnogobrojne
na¢ine. Jedan od njih je broj publikacija povezan sa hromatografijom u
odnosu na ukupan broj publikacija iz oblasti nauke. Nadalje, dve Nobelove
nagrade iz oblasti hemije su dodeljene za postignuéa u oblasti
hromatografije (Svedaninu A. Tiselius-u 1948. godine i Britancima A.J.P.
Martin-u i R.L.M. Synge-u 1952. godine). Takode, hromatografija ima
veoma vaznu ulogu u istrazivanjima koja su dovela do dodeljivanja joS$
dvanaest Nobelovih nagrada izmedu 1937. i 1972. godine.



1.2.  ISTORIJSKI ASPEKT

Mnogi prirodni procesi, kao $to je kretanje podzemnih voda kroz glinu i
sediment, mogu da se opiSu kao hromatografski procesi. U razli¢itim
spisima dat je opis procedura u okviru kojih se nesumnjivo istice upotreba
hromatografije. Jedan takav slucaj, opisan od strane Aristotela, je
prevodenje slane i gorke vode u pitku vodu, pomoc¢u gline. Principi
hromatografije koji su zastupljeni i u danasnjoj praksi su 1903. godine prvi
put izneti od strane M.S. Cvet-a (slika 1.1) na sastanku Bioloske sekcije
varSavskog drustva za prirodne nauke. Ovo predstavlja prvi izvestaj Cvet-
ovog sistematskog istrazivanja hromatografskog razdvajanja biljnih
pigmenata. Ubrzo nakon toga postignuti rezultati istrazivanja naisli su na
osporavanje od strane Cvet-ovih savremenika. Cvet-ovo istrazivanje iz
oblasti hromatografije je zavrseno 1912. godine i tada je nastupio
dvadesetogodisnji period mirovanja tokom kog je nekoliko istrazivaca
koristilo pomenutu tehniku. Interesovanje za prirodne supstance i potreba za
njihovim razdvajanjem i precis¢avanjem doprineli su da hromatografija kao
tehnika bude prihvacena. Edgar Lederer je u detaljnom pregledu literature
pronasao citat Cvet-ovog rada i odlucio je da zajedno sa Richard Kuhn-om
primeni hromatografiju u istrazivanju o karotenoidima. Rad je objavljen u
seriji radova 1931. godine i ,nova” tehnika je uskoro prihvaéena kao
standardna laboratorijska procedura. Znacajan razvoj je postignut 1937.
godine kada su Schwab i Jockers sa Univerziteta u Minhenu prilagodili
tehniku za analizu neorganskih jona.

Slika 1.1. Ruski botani¢ar M.S. Cvet!

1 14. maj 1872. — 26. jun 1919. godine



Nastavljeno je sa koris¢enjem hromatografije i njenim razvojem, pri
¢emu su uvedene odredene izmene. U proceduri koja je primenjivana pre
1935. godine, kolona je pakovana odgovaraju¢im adsorbensom (kalcijum-
karbonat, aluminijum itd.) i uzorak se dodavao na vrh kolone. Komponente
su razdvajane pogodnim rastvaraéem (tzv. mobilnom fazom ili eluentom).
Proces se zaustavljao pre nego §to se pojavi prva komponenta sa dna kolone
(eluat), pakovanje kolone se polako uklanjalo u etapama i ,,¢isto” jedinjenje
se dobijalo ekstrakcijom. Nakon toga prihvaéena je metoda ispiranja ili
eluiranja komponenata izvan kolone kontinualnim dodavanjem mobilne
faze. Vazno dostignuce je bilo razvoj procedure za kontinualno pracenje
eluata koji napusta kolonu, merenjem indeksa refrakcije. Radi brzeg

razdvajanja, kao i lakse detekcije 1 prinosa uzorka razvijena je
hromatografija sa otvorenom kolonom.
Jonoizmenjivacka hromatografija (eng. lon-Exchange

Chromatography, IEC) je razvijena takode krajem 1930-ih kada su Taylor i
Urey razdvojili litijumove i kalijumove izotope na zeolitu. Martin i Synge
su 1941. godine razvili podeonu hromatografiju u kojoj je stacionarna faza
bila teCnost (npr. voda) naneta na Cvrst nosa¢ (silika-gel). Podeona
hromatografija je posebno dobila na znafaju sa pojavom papirne
hromatografije (eng. Paper Chromatography, PC) koja je razvijena za
analizu organskih jedinjenja, ali je vrlo brzo proSirena na primenu u
neorganskoj hemiji.

Razvoj reverzno-fazne hromatografije (eng. Reversed-Phase
Chromatography, RPC) i gradijentnog eluiranja predstavlja uvod u modernu
kolonsku hromatografiju. U slucaju RPC mobilna faza je polarnija od
stacionarne, s tim da kod gradijentnog eluiranja polarnost mobilne faze
varira tokom analize.

Naredni znacajan korak je razvoj gasne hromatografije 1952. godine
od strane James-a i Martin-a koji su opisali razdvajanje amina i karboksilnih
kiselina uz koris¢enje gasovite mobilne faze. Primena nove tehnike, gasno-
teCne hromatografije (eng. Gas-Liquid Chromatography, GLC), je postala
veoma znacajna 1 zasenila je postojece hromatografske tehnike.
Najznacajniji korak u prihvatanju gasno-te¢ne hromatografije bio je
pronalazak plameno-jonizacionog detektora 1958. godine od strane
McWilliam-a i Dewar-a u Australiji i Harley-a et al. u Juznoj Africi.



Pomenuti detektor je obezbedio skoro univerzalan sistem za detekciju
rastvorljivih organskih supstanci ¢ime se povecala osetljivost gasno-tecne
hromatografije za nekoliko redova veli¢ine, a time je omoguceno
odredivanje manje koli¢ine uzorka i upotreba efikasnije kolone.

Nakon toga je uvedena kapilarna kolona od strane Golay-a,
hromatografija sa izdvajanjem po veli¢ini molekula (eng. Size-Exclusion
Chromatography, SEC) i afinitetna hromatografija (eng. Affinity
Chromatography, AC).

1.3.  OSNOVI HROMATOGRAFSKOG RAZDVAJANJA

Kao $to je pomenuto, u hromatografiji se komponente smese razdvajaju
zahvaljujuci raspodeli izmedu dve faze, od kojih je jedna stacionarna (Cvrsta
ili te¢na), a druga mobilna (te¢na, gasovita ili superkriti¢ni fluid). Na slici
1.2 je prikazan primer dvokomponentne smese koja se u vremenu to uvodi u
mobilnu fazu, koja je u kontaktu sa stacionarnom fazom. Konstantno
proticanje mobilne faze je potrebno za transport komponenata uzorka kroz
stacionarnu fazu. S obzirom na to da je supstanca koja se analizira (analit) u
kontaktu sa stacionarnom fazom, rasporeduje se izmedu dve faze u
zavisnosti od afiniteta, Sto zavisi od molekulske strukture i
medumolekulskih sila. U navedenom slucaju analit A ima veci afinitet
prema stacionarnoj fazi u odnosu na analit B 1 zbog toga viSe vremena
provodi u stacionarnoj fazi. U slucaju kada je analit prisutan u mobilnoj
fazi, pro¢i ¢e kroz sistem istom brzinom kao 1 mobilna faza, ali kada je u
stacionarnoj fazi tada je brzina jednaka nuli. Dakle, analiti sa veéim
afinitetom prema stacionarnoj fazi sporije se krecu kroz sistem, dok se
analiti sa manjim afinitetom kre¢u znatno brze. Pomenuta razlika u brzini
kretanja analita rezultuje razdvajanjem komponenata i napustanjem kolone
redosledom kako se krecu kroz sistem (slika 1.2) u vremenu t; i t,.

Iako je sistem dinamican, pozeljno je da funkcionise pri priblizno
ravnoteznim uslovima, $to se postize optimizacijom brzine kretanja mobilne
faze i dizajniranjem stacionarne faze, kako bi $to brze doslo do
uspostavljanja ravnoteze, tj. brzina potrebna za raspodelu molekula
rastvorenih supstanci izmedu faza mora biti manja u poredenju sa brzinom
kretanja mobilne faze. Pri navedenim uslovima sistem moze da se opiSe



termodinamickim podeonim koeficijentom ili koeficijentom raspodele, Kp,
koji se obi¢no izrazava kao odnos koncentracije analita u stacionarnoj fazi,
Cs I U mobilnoj fazi, ¢y, (jednacina 1.1).

Kp=— (1.1)

B analitA
analitB

Odgovor detektora

Slika 1.2. Sematski prikaz hromatografskog procesa razdvajanja dva analita

U slucaju SEC koeficijent raspodele molekula u porama razlicitih
veli¢ina definiSe se prema jednacini 1.2:

V
K=-% 1.2
Vio (12)
gde je V, ukupna zapremina mobilne faze, a Vjp zapremina pora dostupna
datoj (i-toj) vrsti makromolekula.
V, (zapremina eluiranja komponente) se moZe izraziti prema
jednacini 1.3:

Vi = Vo + KV (1.3)

gde V, predstavlja zapreminu mobilne faze (mrtvu zapreminu, eng. dead
volume).



Vrednost K moze biti u opsegu: 0 < K < 1, pri ¢emu najvec¢im
molekulima odgovara K = 0 (iz gornje jednacine sledi da je V, tada jednako
Vo), a nagjmanjim molekulima K =1 (tada je V, = Vg + Vo).

Retenciono vreme nekog jedinjenja zavisi od njegovih fizi¢ko-
hemijskih osobina i uslova hromatografskog razdvajanja i ukoliko su uslovi
identi¢ni, predstavlja karakteristicnu veli¢inu za neko jedinjenje. Kako
retenciono vreme zavisi od velikog broja spoljasnjih faktora, koje je tesko
kontrolisati, koriste se slede¢i pojmovi: 1) retenciono (nekorigovano) vreme
(t) koje protekne od unosenja uzorka u kolonu do pojave maksimuma pika
odredenog jedinjenja, 2) korigovano (redukovano) retenciono vreme (t})
koje ispitivana supstanca provede u stacionarnoj fazi i 3) retenciono vreme
mobilne faze (mrtvo vreme, tp, eng. dead time) koje supstanca provede u
mobilnoj fazi. Navedene veli¢ine predstavljene su izrazom 1.4:

=t —to (1.4)

Od retencionih parametara koristi se i retenciona zapremina (V,),
koja predstavlja zapreminu mobilne faze koja je potrebna da se data
komponenta eluira sa kolone i data je izrazom 1.5:

Ve =ty (1.5)

gde je v protok mobilne faze (mL/s).
Redukovana retenciona zapremina se dobija pomocu izraza 1.6:

V=V, -V, (1.6)

Jedan od osnovnih retencionih parametara je retencioni faktor
kolone (k) koji predstavlja sposobnost kolone da zadrzi odredenu
komponentu (ukoliko je vrednost k manja, supstanca brze napusta kolonu),
tj. predstavlja odnos retencionog vremena jedinjenja u stacionarnoj i
mobilnoj fazi i u slu¢aju jedinjenja B dat je jedna¢inom 1.7:



kg = —B =B (1.7)

Retencioni faktor je direktno povezan sa konstantom ravnoteze kroz
odnos mase stacionarne faze (w) i zapremine mobilne faze (Vo) (jednacina
1.8):

w
k=K,— 1.8
oV, 18)

Koeficijent raspodele je tipi¢na fizicka Kkarakteristika analita koja
zavisi od njegove strukture, prirode obe faze i temperature. Razdvajanje dve
komponente u odabranom hromatografskom sistemu zahteva razliCite
koeficijente raspodele, odnosno dve komponente sa istim koeficijentom
raspodele se ne razdvajaju. U ovom slu¢aju razdvajanje moze da se poboljsa
promenom mobilne faze, stacionarne faze ili temperature sistema. U praksi
je Cesto teSko predvideti efekat promene mobilne ili stacionarne faze. U
gasnoj hromatografiji, mobilna faza je inertna, stoga samo stacionarna faza i
temperatura mogu da se menjaju, dok je u slucaju teCne i superkriti¢ne
fluidne hromatografije moguce menjati sve tri veli¢ine, jer je mobilna faza
interaktivna.

U idealnom slu¢aju hromatografsko razdvajanje bi se odvijalo tako
da se u svim segmentima hromatografskog sistema momentalno uspostavlja
ravnoteza, odnosno raspodela komponenata izmedu mobilne i stacionarne
faze. U tom slucaju bi pikovi imali oblik pravougaonika bez tendencije za
Sirenjem (slika 1.2).

U praksi se hromatografsko razdvajanje izvodi u realnim uslovima,
odnosno idealna ravnoteza se narusava dejstvom kinetickih 1 difuzionih
faktora. Svi molekuli jedne komponente se ne krecu istom brzinom kroz
hromatografsku kolonu, ve¢ se jedni kre¢u brze, a drugi sporije. Brzina
kretanja molekula uz zid kolone je priblizno jednaka nuli, dok je brzina
kretanja u centru kolone maksimalna. Zbog razlic¢ite brzine kretanja
molekula iste komponente kroz kolonu, molekuli u razli¢ito vreme
dospevaju u detektor, tako da se dobija signal koji, u idealnom slucaju,



izgleda kao Gausova kriva raspodele. Realni pikovi su vrlo ¢esto asimetricni
(imaju prednji ili zadnji rep) i ne izgledaju kao Gausova kriva (slika 1.3b).
Pik prikazan na slici 1.3a ima prednji rep koji nastaje zbog prezasicenosti
kolone. Kolona ne moze da zadrzi svu kolic¢inu analita i visak se eluira
prerano uzrokujuci pojavu pika ¢ija je leva strana iskosena. Pik prikazan na
slici 1.3c ima zadnji rep uzrokovan time sto se analit predugo zadrzava kada
u koloni postoje aktivna mesta. Ovo se moze dogoditi u sluc¢aju kolone sa
tankom stacionarnom fazom.

a) | b) c) !

——
e —— T—

b

Slika 1.3. Idealan Gausov pik (b) i razvuceni pikovi (a i c)

Da bi se ovaj nedostatak izbegao ili sveo na najmanju mogucéu meru,
proizvodaci utvrduju kapacitet kolone koji je izraZzen u ng/jedinjenju i Koji
omogucava procenu optimalne koli¢ine supstance za analizu.

Dve teorije opisuju realnu hromatografiju:

1. Teorija ekvivalentnih teorijskih podova po Martin-u i Synge-u i

2. Teorija brzina po van Deemter-u.

1. Teorijski pod (ili plato) je zamiSljeni deo kolone u kome je
uspostavljena ravnotezna raspodela komponente izmedu stacionarne i
mobilne faze. Teorija ekvivalentnih teorijskih podova podrazumeva da se
kolona sastoji od serije podova (slika 1.4). Raspodela komponente izmedu
mobilne i stacionarne faze se javlja na svakom podu. Sto je veéi broj
podova supstance se bolje razdvajaju. Broj teorijskih podova (N) predstavlja
kvantitativnu meru efikasnosti kolone i predstavljen je izrazom 1.9:



N = 16(\%) (1.9)

gde W predstavlja sirinu osnove pika na baznoj liniji.

[ S ALV I I

e eI SN =

Slika 1.4. Ravnotezna raspodela komponente izmedu stacionarne i mobilne
faze

Vrednost N proporcionalna je duzini kolone (L) (jednacina 1.10), tj.
ukoliko je duzina kolone veca, bolje je razdvajanje. Pored toga, troskovi,
otpor koji kolona pruza i vreme trajanja analize takode su direktno
proporcionalni duzini kolone.

H = N (1.10)

gde H predstavlja visinu ekvivalentnu jednom teorijskom podu (eng. Height
Equivalent to a Theoretical Plate — HETP).

10



2. Teoriju brzina je razvio van Deemter, pri ¢emu visina
ekvivalentna jednom teorijskom podu zavisi od brzine kretanja mobilne faze
(v), odnosno nacina prenosa mase tokom hromatografskog razdvajanja
(jednacina 1.11; slika 1.5).

B
H=A+— +Cv (1.11)

gde je A koeficijent turbulentne difuzije, B koeficijent longitudinalne
difuzije i C je koeficijent prenosa mase izmedu faza.

Medutim, koncept teorijskih podova ne uzima u obzir da prilikom
hromatografskog razdvajanja dolazi do dinami¢kog procesa prenosa mase.
Nakon injektovanja uzorak ulazi u kolonu u vidu uske zone molekula nakon
Cega dolazi do Sirenja zone usled razliCitih interakcija komponenata sa
stacionarnom fazom. Tri osnhovna faktora koja dovode do Sirenja
hromatografskih zona u koloni su: turbulentna difuzija, longitudialna
difuzija i uspostavljanje ravnoteze.

Prvi faktor van Deemter-ove jednacine ne zavisi od brzine kretanja
mobilne faze, tj. protoka i pomocu ove veliCine se definiSe uticaj
turbulentne difuzije na visinu ekvivalentnu teorijskom podu. Turbulentna
difuzija je posledica razli¢itih duzina putanja kojima molekul moze da prode
kroz kolonu. U jednoj hromatografskoj koloni postoji bezbroj putanja
kojima molekul moze da prode i oni su razli¢ite duZine. Zbog toga je nekim
molekulima potrebno duze, a nekim krac¢e vreme da dodu do kraja kolone,
pa se hromatografska zona $iri. Drugi faktor van Deemter-ove jednacine
odnosi se na longitudinalnu difuziju koja predstavlja difuziju rastvorene
supstance u stacionarnu fazu i na taj nacin dolazi do Sirenja zone.
Longitudinalna difuzija je obrnuto proporcionalna brzini kretanja mobilne
faze. Tre¢i faktor je uspostavijanje ravnoteze prilikom prelaska molekula iz
jedne u drugu fazu i u najvecoj meri uti¢e na visinu ekvivalenta teorijskom
podu i to pri ve¢im protocima mobilne faze.
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Slika 1.5. Zavisnost parcijalnih i ukupne funkcije visine ekvivalenta
teorijskom podu od brzine kretanja mobilne faze

Uopsteno, van Deemter-ova jednacina se koristi za optimizaciju
uslova hromatografskog razdvajanja, odnosno za utvrdivanje optimalnog
protoka.

Prvi izvod jednaéine 1.11 predstavljen je izrazom 1.12:

adH _ B, ¢ (1.12)

v TV
Kako je Vopt pri Hmin, 0dnosno kada je dH/dv = 0, tada je:

B
Vo = 1 2 (1.13)

Medutim, imaju¢i u vidu da se pomenuti proces optimizacije
primenjuje u slucaju analize jedne supstance, ovakav nacin optimizacije se
ne moze primeniti u sluc¢aju razdvajanja komponenata prisutnih u slozenoj
smesi, odnosno U realnom uzorku.

Pomocu proSirene van Deemter-ove jednacine izraZene su razlicite
mogucnosti doprinosa kolone sirenju pika u SEC (jednacina 1.14):

12



H:A+E+CMV+CSMV+05V (114)
v

gde je Cwm koeficijent prenosa mase izmedu faza, Cgy je koeficijent
stacionarnog prenosa masa i Cs je koeficijent adsorpciono-desorpcionog
procesa tradicionalne te¢ne hromatografije.

Sirenje pika proizilazi iz difuzionih procesa unutar hromatografske
kolone, ali i kao posledica disperzije do koje moze do¢i na viSe mesta izvan
kolone, a koja ukljucuju injektor za uzorke, ¢eliju detektora, ventile na kraju
kolone, konektore itd. Izmerena ukupna S$irina pika, W je funkcija
kineti¢ke, van Deemter-ove vrste kolonskog procesa, oznacenog kao W, sa
doprinosom W; od injekcione zapremine uzorka i dodatnih doprinosa Wy,
Wi, i Wy koji poticu od detektora, ventila i povezivanja cevi u sistemu.
Odnos ovih izraza moze se prikazati jedna¢inom 1.15:

We=W2+W?+ W +W?* + W} (1.15)

W, se moze smanjiti odredivanjem optimalne brzine protoka na kojoj
bi visina platoa bila minimalna i ¢ime se povecava broj platoa i optimizuje
efikasnost kolone.

Efikasnost razdvajanja pikova na hromatogramu, koji predstavlja
zavisnost jacine signala detektora od t;, definisana je rezolucijom (Rs)
(jednacina 1.16), pa se prilikom razdvajanja komponenata smese, odnosno
pri optimizaciji eksperimentalnih uslova razdvajanja mogu javiti tri slucaja:
1) Ry = 1,5 (postupak optimizacije je zavrSen, slika 1.6); 2) Rs < 1,5
(razdvajanje nije zadovoljavajuce, moguce je izvoditi kvalitativnu, ali ne i
kvantitativnu analizu, slika 1.6) i 3) Ry >> 1,5 (komponente su dobro
razdvojene ali je analiza spora, tako da se na neki nacin mora ubrzati,
najcesce upotrebom krace kolone ili povecanjem protoka).

Ry= —— (1.16)
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gde su At — razlika u retencionim vremenima komponenata B i A (t.g — t;a),
Wa — Sirina pika komponente A, Wg — Sirina pika komponente B.

signal detektora

]

t, (min)

Slika 1.6. Efikasnost razdvajanja pikova u zavisnosti od rezolucije

Rezolucija zavisi od efikasnosti kolone (broja teorijskih podova),
selektivnosti i kapaciteta kolone i data je izrazom 1.17:

. :\/W(a—lj( K J 117)

4 a N1+Kkg

Kvantitativni opis rezolucije u SEC nadovezuje se na jednacinu 1.16
i na zavisnost razdvajanja pikova AV, od molekulskih masa, a koji se moze
dobiti konstruisanjem kalibracione krive (o ¢emu ¢e biti re¢i u odeljku 6.3).
Za dva molekula, 1 i 2, iste vrste polimera, a koji se medusobno razlikuju po
molekulskoj masi M2/My, rezolucija se moze predstaviti jednac¢inom 1.18:

_ In(M.My)) _ AlnM (1.18)

~

S 2D2(G1 + Gz) 4DZG

gde je o standardna devijacija pika i D, je nagib kalibracione krive. U
okviru SEC manje je znacajna rezolucija izmedu odredenog para analita od
rezolucije ukupne krive eluiranja. U tom smislu, razvijen je izraz za
specificnu rezoluciju Rsp, koja eliminiSe zavisnost Rs 0d M (jednacina 1.19):
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R. 0,58
Rsp = =

= (1.19)
Alog M D.c

Selektivnost je sposobnost hromatografskog sistema da napravi
razliku izmedu dve komponente na osnovu njihove razlicite raspodele
izmedu mobilne i stacionarne faze. Mera selektivnosti je faktor selektivnosti
() koji predstavlja stepen razdvojenosti dve komponente i smatra se da je
za a >> 1 postignuto zadovoljavajuce razdvajanje ispitivanih komponenti.
Sto je vrednost a veca, komponente su bolje razdvojene (slika 1.7).
Vrednost a se izraCunava na osnovu jednacine 1.20:

tl
a= 2= Xs (1.20)
tia  Ka
o=1,1 o=1,3 o=2,0
Lo$e razdvajanje Delimiéno razdvajanje Dobro razdvajanje

Slika 1.7. Uticaj faktora selektivnosti na razdvajanje pikova
1.4. PODELA HROMATOGRAFIJE

Podela pojednostavljuje 1 olakSava bavljenje = hromatografijom.
Hromatografsko razdvajanje se moze klasifikovati na mnogobrojne nacine,
u zavisnosti od potrebe, $to dovodi do mnostva preklapanja u podeli
hromatografskih sistema. Bilo koji od faktora (stacionarna ili mobilna faza,

mehanizam razdvajanja ili cak vrsta rastvorljive supstance), moze posluziti
kao osnova za podelu.



1.4.1. Fizi¢ko stanje mobilne i stacionarne faze

Jedan od nacina klasifikacije zasniva se na agregatnom stanju mobilne faze i
prema ovom nacinu hromatografija se deli na teCnu hromatografiju (eng.
Liquid Chromatography, LC), gasnu hromatografiju (eng. Gas
Chromatography, GC) i superkriticnu fluidnu hromatografiju (eng.
Supercritical Fluid Chromatography, SFC) (slika 1.8), u zavisnosti od toga
da li je mobilna faza te¢na, gasovita ili superkriti¢ni fluid. Dalja podela je
definisana agregatnim stanjem mobilne i stacionarne faze, na te¢no-te¢nu
(eng. Liquid-Liquid Chromatography, LLC), te¢no-Cvrstu (eng. Liquid-
Solid Chromatography, LSC), GLC, gasno-¢vrstu (eng. Gas-Solid
Chromatography, GSC), pri ¢emu je mobilna faza te¢na ili gasovita, a
stacionarna faza te¢na ili ¢vrsta (slika 1.8). Superkriti¢ni fluid se takode
primenjuje kao mobilna faza i ova tehnika je nazvana superkriti¢na fluidna
hromatografija, nezavisno od stanja stacionarne faze (slika 1.8).

1.4.2. Oblik hromatografske podloge

Tehnika se odnosi na uredaj i proceduru rada na instrumentu na kom se
izvodi hromatografski proces. Postoje dva opsta oblika, planarna i kolonska
hromatografija, koji obuhvataju veliki broj tehnika.

Planarna i kolonska hromatografija. Dve tehnike u kojima je stacionarna
faza naneta na planarnu povrSinu su papirna i tankoslojna hromatografija
(eng. Thin-Layer Chromatography, TLC). U slu¢aju PC hartija cini
stacionarnu fazu, dok kod tankoslojne hromatografije stacionarna faza
sadrzi tanak ¢vrst sloj najceS¢e nanet na staklo, plastiku ili aluminijum.
Ukoliko je stacionarna faza teCnost potrebno je da bude imobilisana na
tankom sloju ili u koloni, a to se postize premazivanjem ili hemijskim
vezivanjem tec¢ne stacionarne faze za inertan ¢vrst nosac, koji se zatim
pakuje u kolonu ili se nanosi u tankom sloju preko ravne ploce.
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Slika 1.8. Podela hromatografskih sistema
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Planarna hromatografija je ograni¢ena na tec¢nu hromatografiju jer
postoje tehnicke poteskoce zbog vezivanja gasa ili superkriticnog fluida za
ravnu povrsinu. Nasuprot tome, kolonska hromatografija se koristi u te¢noj,
gasnoj 1 superkriticnoj fluidnoj hromatografiji. U slucaju te¢ne
hromatografije, postoje dva oblika koja se zbog hronoloskog razvoja
nazivaju klasi¢na kolonska i moderna (visoke efikasnosti) kolonska
hromatografija (eng. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC).
Razdvajanje komponenata smeSe u kolonskoj hromatografiji se izvodi
izmedu mobilne te¢ne ili gasovite faze 1 stacionarne faze koja je smestena u
kolonu. Krajnji cilj razdvajanja je dobijanje odvojenih ¢istih supstanci iz
pocetne smese.

Klasifikacija u zavisnosti od kolone se izvodi prema prirodi i
dimenzijama kolone. Konvencionalna kolonska procedura kod GC i LC, a u
skorije vreme i kod SFC, podrazumeva upotrebu pakovanih kolona sa
unutrasnjim pre¢nikom ve¢im od 1,0 mm. Kod GC unutras$nji precnik
takvih kolona je od 2-4 mm, a u slu¢aju HPLC tehnike je 4,6 mm. Ovakve
kolone sadrze stacionarnu fazu koja je ili ¢vrsta ili te€nost naneta ili vezana
za inertan ¢vrst nosac.

Istorijski posmatrano, u periodu od 1967. do 1991. godine znacajno
je opao broj objavljenih nauc¢nih radova koji se odnose na PC koja je
postepeno zamenjena TCL. Period od 1967. do 1971. godine je posebno
znacajan jer je 1968. godine zapoCeo snazan razvoj HPLC. SFC je u fazi
razvoja, ali je prema broju objavljenih radova jos uvek zastupljena u daleko
manjem obimu u odnosu na celokupnu oblast hromatografije.

1.4.3. Tehnika rada

Razli¢ite hromatografske tehnike kao $to su GC, SFC, TLC, klasi¢na
kolonska hromatografija i HPLC mogu se izvoditi na tri nadina: eluiranjem,
istiskivanjem i metodom frontalne analize (slika 1.9). Naj¢eSc¢e se koristi
metoda eluiranja, pri ¢emu se komponente nosene mobilnom fazom krecu
kroz kolonu kao razdvojene zone. Manje popularna tehnika je frontalna
analiza koja je korisna za dobijanje termodinamickih podataka na osnovu
hromatografskih merenja. U ovom slu¢aju uzorak se kontinualno propusta
kroz kolonu. Kada se kolona zasiti odredenom komponentom tada se ta
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komponenta izdvaja sa kolone. Kada se zona Ciste komponente u potpunosti
eluira nakon toga izlazi smeSa te komponente sa slede¢om itd. Potpuno
razdvajanje nije moguce i metoda ima ograni¢enje po pitanju primene U
kvantitativnoj analizi. U slucaju jedinjenja visoke Cistoce, moze posluziti za
pracenje tragova necistoc¢a, pri ¢emu se necisto¢a moze koncentrisati ispred
glavne komponente. Istiskivanje je tehnika koja je korisna u slucaju
preparativne kolonske hromatografije. U ovom slucaju se na pocetak kolone
nanosi uzorak koji se sastoji od komponenata i nakon toga se propusta
mobilna faza koja se najjace vezuje za stacionarnu fazu. Mobilna faza
potiskuje komponente smese, koje obrazuju zone. Zbog stalnog dejstva
mobilne faze, komponente smese se ne mogu potpuno razdvojiti, ve¢ se
zone medusobno dodiruju. Do izlaska iz kolone, sve tri zone se krecu istom
brzinom, koja zavisi od brzine kretanja mobilne faze kroz kolonu.

27 *L/B\—

C C+BCC-A
Metoda eluiranja

A+B A

Frontalna analiza

Metoda istiskivanja

Slika 1.9. Sematski prikaz kretanja komponenata uzorka i zone razdvajanja
pri razlic¢itim tehnikama rada. A i B - komponente uzorka; C - mobilna faza
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1.4.4. Mehanizam razdvajanja

Priroda interakcije izmedu komponenata uzorka i dve faze uti¢e na dalji
osnov za klasifikaciju, koji je ujedno i najpogodniji. Ove interakcije
obuhvataju razlicite fizicko-hemijske procese koji se deSavaju u sistemu.
Sile prisutne u ovim interakcijama su obi¢no slabe intermolekulske sile kao
Sto su van der Walls-ove sile ili vodoni¢ne veze. U nekim situacijama,
jonske interakcije su izrazene, dok su u retkim slucajevima prisutne
specificne interakcije kao Sto su sile prenosa naelektrisanja. Na slici 1.10
prikazana je najosnovnija Klasifikacija, dok u vecini slucajeva nije lako
utvrditi koji tip mehanizma je dominantan.

Mehanizmi na osnovu kojih se izvodi klasifikacija hromatografskih
metoda su:

e Adsorpcija (adsorpciona hromatografija),

e Raspodela (podeona hromatografija),

e Jonska izmena (jonoizmenjivacka hromatografija),
e Velic¢ina molekula (ekskluziona) i

e Afinitet (afinitetna hromatografija).

Adsorpciona hromatografija Podeona hromatografija
e ® (e ™
o Ole
o v® @ v
Jonoizmenjivaéka hromatografija Ekskluziona hromatografija
B © (k. . |@
®e 010

Afinitetna hromatografija

e e

= =0 l.

e e

Slika 1.10. Podela hromatografskih razdvajanja prema mehanizmu
razdvajanja
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U slucaju adsorpcione hromatografije stacionarna faza je Cvrsta
(adsorbens), dok mobilna faza moze biti tecna (LSC) ili gasovita (GSC).
Ovaj vid hromatografije se izvodi kao kolonska i kao laminarna tehnika.
Dominantan fenomen u razdvajanju je adsorpcija.

Adsorpcija nije fenomen koji je strogo specifi¢an za jednu supstancu
ili skup supstanci. Cak i u najjednostavnijem slu¢aju, kada sistem sadrzi
samo jednu rastvorenu supstancu, adsorbens i rastvarac, adsorpcija Se mora
posmatrati u uslovima dinamicke ravnoteze uslovljene konkurencijom
izmedu sastavnih delova sistema.

Na adsorpciju, a time i na hromatografska razdvajanja uzrokovana
fenomenom adsorpcije, veliki uticaj imaju priroda i karakteristike
adsorbensa, svojstva supstance i rastvaraca, kao i temperatura pri kojoj se
hromatografska razdvajanja izvode.

Kao adsorbensi mogu da se koriste mnoge usitnjene supstance
veoma razli¢ite po osobinama i hemijskoj prirodi. Prema jacini se dele na
slabe, srednje jake i jake (tabela 1.1).

Tabela 1.1. Adsorbensi koji se koriste u adsorpcionoj hromatografiji

Slabi Srednje jaki Jaki

Saharoza Kalcijum-karbonat Magnezijum-silikat
Skrob Kalcijum-fosfat Aluminijum-oksid
Inulin Magnezijum-karbonat  Silika-gel

Talk Magnezijum-oksid Aktivni ugalj
Natrijum-karbonat Kalcijum-hidroksid

Adsorpciona mo¢ adsorbensa se moZe povecati na nekoliko nacina.
Jedna od moguénosti je tzv. aktivacija adsorbensa koja podrazumeva
uklanjanje vode koja moze biti vezana za aktivne centre adsorbensa, ¢ime se
oslobadaju aktivni centri i time se povecava adsorpciona mo¢. Drugi nacin
je usitnjavanje adsorbensa, jer se povecanjem povrSine po jedinici mase
povecava i broj aktivnih centara. Pored dva prethodno opisana postupka,
adsorpciona mo¢ se moze menjati i hemijskim modifikacijama. Kao polazni
materijal se najeSce koristi silika-gel, Cije se silanolne grupe vezuju
pomocu hloro- ili alkoksi-derivata silana.
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U podeonoj te¢noj hromatografiji supstance se razdvajaju izmedu
tecne mobilne faze i tecne stacionarne faze koja je naneta na inertni nosac ili
na zidove kolone. Razdvajanja se izvode kolonskom i laminarnom
tehnikom. U  slucaju podeone hromatografije, normalno-fazna
hromatografija (eng. Normal-Phase Chromatography, NPC) predstavlja
slucaj u kojem je stacionarna faza polarna a mobilna faza je nepolarna. Pri
razdvajanju nepolarnih supstanci, koje su mnogo bolje rastvorne u
nepolarnoj mobilnoj fazi nego u stacionarnoj fazi, cesto se desava da se
neke supstance iz smese krecu zajedno sa mobilnom fazom. Tada se kao
nepokretna faza koristi nepolarni rastvara¢, a kao mobilna faza polarni, sto
najcesce omogucava efikasno razdvajanje ovih supstanci. Ovaj slucaj se
naziva RPC i znatno cesce se primenjuje u te¢noj hromatografiji. Redosled
eluiranja komponenata je obi¢no obrnut od onog kod NPC. Inertni nosa¢
ima zadatak da veze stacionarnu fazu i da svojom povrsinom ucini dodirnu
povrsinu stacionarne faze velikom.

Kao nosaci polarnih stacionarnih  faza najcesce se Koriste
inaktivirani silikatni materijali (silika-gel), materijali izradeni na bazi
dijatomejske zemlje i slabi adsorbensi kao sto su celuloza, skrob, saharoza i
inulin. Kao nosaci nepolarnih stacionarnih faza koriste se razlic¢ite plasticne
mase ili smole koji sluze kao matriks izmenjivaca jona.

U jonoizmenjivackoj hromatografiji komponente se razdvajaju
izmedu mobilne tec¢ne faze i ¢vrste stacionarne faze koju ¢ini izmenjivac
jona. Izmenjiva¢ jona se najcesce definise kao nerastvorni materijal koji
sadrzi labilno vezane jone koji se mogu reverzibilno i u ekvivalentnim
kolicinama zamenjivati drugim jonima iz rastvora. Naelektrisanje
izmenjivaca jona je uravnotezeno sa naelektrisanjima labilno vezanih jona.
Izmenjivaci jona su prirodne ili sinteticke, neorganske ili organske
supstance, koje se koriste za vezivanje, odnosno razdvajanje supstanci koje
se mogu jonizovati. Izmenjivaci jona mineralnog porekla se u analitici
(hromatografiji) manje koriste, dok organski imaju veoma rasprostranjenu
primenu.

Ekskluziona hromatografija je specifican vid podeone
hromatografije u kojoj se supstance razdvajaju po molekulskim velicinama
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(masama) izmedu te¢ne mobilne i stacionarne faze, pri ¢emu je stacionarna
faza inkorporirana u specifi¢ni nosa¢ koji se oznac¢ava kao molekulsko sito.
U ovom vidu hromatografije se komponente raspodeljuju izmedu iste faze
od koje je jedan deo nepokretan, tj. zarobljen ¢esticama molekulskog sita,
dok je drugi deo mobilan i kre¢e se izmedu cestica molekulskog sita. S
obzirom na to da se raspodela supstanci odvija izmedu mobilne i
stacionarne faze istih karakteristika, ocigledno je da razdvajanje mora biti
zasnovano na osobinama molekulskog sita. Supstance iz smese se
razdvajaju prema veli¢ini molekula tako sto zajedno sa mobilnom fazom iz
kolone izlaze svi molekuli ¢ija je veli¢ina ve¢a od dimenzija pora, dok
manji molekuli izlaze u frakcijama po opadajucoj velicini molekula. Ovaj
vid hromatografske analize izvodi se iskljucivo kao kolonska tehnika.

U slucaju (bio)afinitetne hromatografije na matriks se kovalentnim
vezama vezuje jedinjenje koje pokazuje veoma veliku specificnost ka
drugom jedinjenju koje treba izolovati iz smese (npr.enzim prema supstratu,
antitela prema proteinu itd.). Zbog veoma velike specifi¢nosti, za jedinjenje
prethodno vezano za nosac¢ vezuje se samo odredena supstanca iz smese.
Istiskivanje sekundarno vezane supstance najcesce se izvodi dodatkom istog
jedinjenja koje je prethodno vezano za nosa¢ ili eluentima definisanog
sastava, pH-vrednosti i jonske jacine. Zbog konkurencije ili promene
osobina sekundarno vezana supstanca se eluira. Ovaj vid hromatografije se
obi¢no izvodi kolonskom tehnikom.

1.5. PRIMENA HROMATOGRAFSKIH METODA

Hromatografija se koristi za resavanje velikog broja problema iz razlicitih
oblasti istrazivanja. Bez obzira na to, analiticar uvek resava odgovore na
pitanja: sta je prisutno, u kojoj koli¢ini ili kako se moze izolovati cista
supstanca iz smese. Radi jednostavnosti, odgovori na ovo pitanje se daju
odvojeno i odnose se na kvalitativnu, Kkvantitativnu i preparativnu
hromatografiju.
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1.5.1. Kvalitativna analiza

Hromatografija se veoma cesto koristi u cilju potvrde prisustva/odsustva
jedinjenja u uzorku. To se postize poredenjem hromatograma Ciste
supstance (standarda) sa nepoznatom, pri identicnim ekperimentalnim
uslovima. Jedna od poteskoca Sto se ti¢e poredenja je da hromatogram nije
jedinstven; mnoge supstance imaju isti hromatogram pri identi¢nim
uslovima. Ovaj problem postoji s obzirom na ¢injenincu da je oko 10
miliona jedinjenja poznato i vise od 60.000 njih je u komercijalnoj upotrebi.
Ukratko, hromatografija moze da se koristi za kvalitativhu analizu, uz
odredena ograni¢enja, ali osnovna namena svakako nije Screening
nepoznatog. Najbolja metoda za kvalitativnu analizu je kuplovanje tehnika
pomocu kojih se kombinuje odli¢cna mo¢ razdvajanja sa mogucénoséu
identifikacije (GC—masena spektrometrija, GC—infracrvena spektroskopija,
kao i1 odgovaraju¢e HPLC tehnike).

Hromatografija obezbeduje informacije o sloZenosti uzorka. Broj
pikova (GC, HPLC ili SFC) ili mrlja (TLC ili PC) ukazuje na minimalan
broj komponenata, dok cisto¢a jedinjenja moze biti proverena i prisustvo
pojedinacnog pika ili mrlje predstavlja pokazatelj CistocCe.

1.5.2. Kvantitativnha analiza

Hromatografija se koristi za utvrdivanje koli¢ine komponenti prisutnih u
uzorku poredenjem sa odgovaraju¢im standardima 1 kalibracijama.
Kvantitativni podaci se koriste u industriji za kontrolu kvaliteta, u klinickoj
hemiji za testove telesnih te¢nosti, kao i u zastiti zivotne sredine za analizu
uzoraka vazduha, vode 1 zeml;jista.

Kvantitativna hromatografska analiza se zasniva na ¢injenici da je
povrSina  pika  proporcionalna  koli¢ini  analiziranog jedinjenja.
Najednostavniji nacin za odredivanje koncentracije datog jedinjenja
naizgled se zasniva na merenju povrSine pika i deljenju te povrSine sa
zbirom povrSina svih pikova. Medutim, ovakav nacin odredivanja
koncentracije je povezan sa mnogim ograni¢enjima od kojih su najcesca:

e Razlicita osetljivost detektora u pogledu razlicitih jedinjenja,
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e Smanjenje intenziteta ili potpuno odsustvo pika usled trajnog
zadrzavanja pojedinih jedinjenja na koloni ili termickog razlaganja u
isparivacu ili koloni i

e Nacin uzimanja uzorka i nacin injektovanja.

Stoga se koriste druge metode kao Sto su metoda standardnog
dodatka, metoda internog standarda, kao i metoda normalizacije povrSina.

Metoda standardnog dodatka Kkoristi se za analizu supstanci
prisutnin u malim koncentracijama u uzorku. Postupak se zasniva na tome
da se uvek ista zapremina uzorka viSe puta hromatografski odreduje pri
istim eksperimentalnim uslovima i odredi se srednja visina pika (h)
jedinjenja koje se odreduje. Zatim se u uzorak doda ta¢no odmerena
koli¢ina supstance koja se odreduje i ponovo se vise puta hromatografski
odreduju iste zapremine pod istim uslovima i odredi se srednja visina pika.
Na osnovu razlike u visini pikova dobija se visina koja je proporcionalna
koli¢ini dodatog standarda i na osnovu te visine odreduje se koli¢ina
supstance.

Metoda internog standarda se ubraja u najpreciznije metode i
podrazumeva pripremanje kalibracionih krivih za svako jedinjenje Cija se
koncentracija odreduje. Kalibraciona kriva se konstruiSe na osnovu
standardnih rastvora koji sadrZe razlicite masene odnose jedinjenja koje se
odreduje i standarda. Naime, odmerava se ista masa standarda za sve
rastvore 1 razliite mase supstance koja se odreduje. Kalibraciona kriva
predstavlja zavisnost koli¢nika povrSine pikova analizirane supstance i
standarda i mase analizirane supstance. Nakon dobijanja kalibracione krive
u uzorak se dodaje odmerena kolicina internog standarda i zatim se snima.
Odreduju se povrsSine pikova koji pripadaju standardu i analiziranoj
supstanci 1 na osnovu kalibracione krive odreduje se masa analizirane
supstance.

Metoda normalizacije povrsina je najjednostavnija i najbrza
metoda, pri ¢emu se u ovom sluéaju pretpostavlja da su sve komponente
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uzorka eluirane i detektovane. Svi pikovi se integrale, njihove povrsine
sabiraju i normalizuju na 100% (jednacina 1.21), odnosno povrsina svakog
pika izrazava se U % (S;) u odnosu na ukupnu povrsinu.

%S = — 1) (1.21)

2 A

i=1

gde je A; povrsSina pika posmatranog jedinjenja i, a ZA povrsina svih
i=1

pikova.
1.4.2. Preparativna analiza

Sposobnost hromatografije da razdvaja komponente uzorka moze se
iskoristiti za dobijanje Cistih komponenata na nivou laboratorijske i
industrijske prakse. U pocetku se hromatografija koristila isklju¢ivo za
potrebe preparativnog razdvajanja. U novije vreme se za izolaciju najvise
koristi tankoslojna i kolonska hromatografija. HPLC se koristi prevashodno
u analiti¢ke svrhe, dok je u slu¢aju izolovanja primenljiva jedino za skupa i
retka jedinjenja. Medutim, preparativna HPLC se u savremenim
istrazivanjima koristi u svrhu izolovanja malih koli¢ina jedinjenja iz
sloZzenih smesa.
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21. UVOD

Gasna hromatografija spada u najprimenljivije hromatografske tehnike, pre
svega zbog visoke rezolucije, selektivnosti i osetljivosti, koje su rezultat
primene dugih i visokoefikasnih kolona, kao i veoma osetljivih detektora.
Re¢ je o analitickoj tehnici koja se rutinski koristi u vecini analiti¢kih i
industrijskih laboratorija i obuhvata sve hromatografske tehnike u kojima je
mobilna faza gas. Gasna hromatografija ima prednost u odnosu na druge
hromatografske tehnike zbog gasovitog stanja mobilne faze i uzorka;
efikasnost razdvajanja je znatno veca jer se usled male viskoznosti mobilne
faze kolone mogu koristiti duze. Od sredine XX veka pa sve do pojave
HPLC tehnike, gasna hromatografija je predstavljala dominantnu tehniku
razdvajanja. Koristi se za razdvajanje i identifikaciju supstanci koje su na
sobnim temperaturama u gasovitom stanju, koje mogu da isparavaju pri
viSim temperaturama ili se odgovaraju¢im reakcijama mogu prevesti u
isparljiva jedinjenja, a da se pri tome ne razgraduju na temperaturama koje
su neophodne za GC analizu. Indirektno se moze primeniti i za analizu
¢vrstih ili te¢nih supstanci koje nisu isparljive, izvodenjem pirolize pod
odredenim uslovima 1 analizom produkata pirolize. Pomoc¢u ove tehnike
identifikuju se jedinjenja koja imaju napon pare u opsegu 1-1000 mm Hg
uz radnu temperaturu kolone —70 do 400 °C. U gasove i isparljiva jedinjenja
se ubrajaju mnoge masne Kkiseline, alkoholi, etri, estri, aldehidi, ketoni,
metalni kompleksi, ugljovodonici, proizvodi razgradnje polimera, pesticidi,
esencijalna ulja, kao i mnogobrojne aktivne komponente lekova. Kiseline,
aminokiseline, amini, amidi, neisparljive aktivne komponente lekova, Seceri
i hormoni su jedinjenja koja uglavnom zahtevaju derivatizaciju da bi se

Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (eng. Gas
Chromatography—Mass Spectrometry, GC-MS) je jedna od najprisutnijih
analitickih tehnika za identifikaciju 1 kvantifikaciju organskih jedinjenja iz
slozenih uzoraka. Ova tehnika je nezamenljiva u oblastima zastite zivotne
sredine, forenzike, zaStite zdravlja, medicinskih 1 bioloSkih istrazivanja,
analize namirnica i mnogim drugim. Predstavlja kombinaciju dve mocne
mikroanaliticke tehnike. Pomocu gasnog hromatografa se razdvajaju
komponente smese, dok maseni spektrometar obezbeduje informacije koje
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doprinose strukturnoj identifikaciji svake komponente. Ova kombinacija
ima nekoliko prednosti. Prvo, dolazi do razdvajanja komponenata slozene
smeSe i na taj nacin Se mogu dobiti maseni spektri pojedinacnih
komponenata u svrhu kvalitativne analize; drugo, mogu se dobiti
informacije o kvantitetu ispitivanih jedinjenja.

Primenom GC-MS se moze dobiti kompletan maseni spektar analita
prisutnog u koncentraciji od nekoliko femtomola; idealno, ovakav spektar
daje direktno dokaz o masi polaznog jedinjenja i obezbeduje karakteristi¢nu
fragmentaciju koja kasnije sluzi kao osnova za identifikaciju jedinjenja
zajedno sa retencionim vremenom.

2.2. ISTORIJSKI ASPEKT

Hromatografija je pocela sa razvojem kada i masena spektrometrija
(oko 1900. godine), odnosno sa prvim publikacijama Cvet-a. Najranija
istrazivanja u okviru hromatografije podrazumevaju propustanje tecnog
uzorka kroz kratke kolone sa razli¢itim adsorbensima ili hartijom kao
adsorbensom. Razvoj podeone hromatografije od strane britanskih hemicara
A.J.P. Martin-a i R.L.M. Synge-a i rezultati do kojih su dosli 1941. godine
naveli su ih na ideju o koriS¢enju gasovite mobilne faze i doveli su do
razvoja GC 50-ih godina XX veka od strane A.J.P. Martin-a i A.T. James-a.
Za svoja dostignuca u okviru izucavanja hromatografije dobili su Nobelovu
nagradu 1952. godine. Veoma brzo nakon toga, zapoceti Su pokusaji
povezivanja gasnog hromatografa sa masenim spektrometrom, $to je
predstavljalo oc¢ekivan sled, s obzirom da se pomocu gasnog hromatografa
razdvajaju organska jedinjenja i eluiraju se sa kolone u Cistom stanju u
gasovitoj fazi, a istovremeno rad sa masenim spektrometrom zahteva Ciste
analite u gasovitoj fazi radi procesa jonizacije. Medutim, gasni hromatografi
iz tog perioda su podrazumevali upotrebu punjenih kolona sa protokom 20—
30 mL/min, sto je predstavljalo problem zbog razlike u pritiscima u odnosu
na maseni spektrometar (slika 2.1a). Taj problem je prevaziden upotrebom
kapilarnih kolona sa protocima od 1,5 mL/min ili manjim, kao i znatno
boljim sistemom pumpi da bi se postigao vakuum potreban za rad masenog
spektrometra. Do sada nije razjasnjeno koja grupa naucnika je prvi put
ostvarila pokuSaj i uspeS$no izvela povezivanje gasnog hromatografa sa
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masenim spektrometrom. Naime, J.C. Holmes i F.A. Morell su publikovali
rad 1957. godine koji se odnosi na vezu izmedu gasnog hromatografa i
masenog spektrometra sa magnetnim analizatorom, dok su prakti¢no
istovremeno R.S. Gohlke i F. McLafferty saopstili rezultate svoga rada na
konferenciji 1956. godine, koji su se odnosili na povezivanje GC-MS sa
analizatorom sa vremenom preleta (eng. Time-Of-Flight, TOF), a 1959.
godine su dobijene rezultate objavili i U nau¢nom casopisu.

Danas GC-MS predstavlja jedinstven instrument (slika 2.1b).
Pomenute grupe naucnika su tretirale gasni hromatograf kao ulaz u maseni
spektrometar, a maseni spektrometar kao detektor gasnog hromatografa.
Medutim, treba imati na umu da se GC-MS razlikuje od GC ili masenog
spektrometra zbog toga Sto razdvajanje komponenata zahteva vise vrednosti
pritiska u gasnom hromatografu, dok je za razdvajanje jona razlicitih odnosa
masa i naelektrisanja (m/z) u masenom spektrometru potreban znatno nizi
pritisak. Obe grupe naucnika pokusale su da spoje gasni hromatograf sa
masenim spektrometrom odvajajuci deo eluata iz gasnog hromatografa za
maseni spektrometar, a ostatak se usmeravao na konvencionalni detektor
gasnog hromatografa ili se izvodio iz sistema. Ovo je bilo neophodno da bi
se prevaziSao problem razlike u pritiscima izmedu dva instrumenta.
Sezdesetih godina proslog veka razvijeni su uredaji za povedéanje
koncentracije analita prisutnog u eluatu koji izlazi iz pakovanih kolona
gasnog hromatografa. Ovi uredaji su, u najveéem broju slucajeva, u novije
vreme prestali da se koriste zbog primene kapilarnih kolona ¢ija upotreba
podrazumeva mnogo veée koncentracije analita, kao i poboljsanje
vakuumskog sistema. U sluc¢aju modernih instrumenata izlaz kolone
smeStene u gasnom hromatografu je postavljen direktno u jonski izvor
masenog spektrometra.

Veoma vazna stavka u procesu evolucije GC—MS je napredak u
pogledu sistema za obradu podataka. Sve do razvoja i komercijalizacije
minikompjutera 1965. godine nije bilo moguée povezivanje GC-MS sa
ratunarom. Do tada su se podaci morali prenositi sa masenog spektrometra
na racunar i unositi ru¢no. Nakon toga je 1970. godine usledila primena
druge generacije mikroracunara.
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Slika 2.1. Izgled a) starijeg modela i b) savremenog GC-MS instrumenta

Napredak u pogledu injektora koji se koriste u sluc¢aju kapilarnih
kolona, razvoja kapilarnih kolona sa SiO,, razvoja elektronske regulacije
protoka i pritiska, kao i poboljsanja osobina kolona omogucili su lakse
koriS¢enje GC-MS sistema sa sve nizim granicama detekcije. Povecanje
stabilnosti kolone gasnog hromatografa, mogucnost primene kontrolisane
velike brzine zagrevanja u slucaju brze hromatografije, a pored toga i
skra¢eno vreme hladenja pecnice, takode su jednim delom doprineli razvoju
tehnike.

Upotreba GC-MS je ograni¢ena na analite koji su ne samo isparljivi
i termicki stabilni, ve¢ imaju i M, = 2-800. Cak i uz ova ograni¢enja, postoji
veliki broj analita koji se mogu razdvojiti i identifikovati jedino pomocu ove
tehnike. Jedinjenja koja postoje samo u gasovitoj fazi na temperaturama
ispod 100 °C ne mogu se razdvojiti i1 jonizovati koriS¢enjem nekih drugih
tehnika. Zbog mogu¢énosti prevodenja mnogih jedinjenja, koja nisu pogodna
za GC-MS analizu u njihovim prirodnim oblicima, u stabilne, isparljive
derivate, broj mogucih analita je znatno veci. Zbog procesa fragmentacije
do kog dolazi, elektronska jonizacija (eng. Electron lonization, EI) spada u
red najces¢e koris¢enih GC-MS jonizacionih tehnika; postoji mnogo
jedinjenja koja proizvode jedinstvene Sablone u pogledu fragmentacije, koji
se u kombinaciji sa retencionim vremenom Kkoriste za nedvosmislenu
identifikaciju jedinjenja. Ograni¢enja u smislu detekcije se mogu smanjiti
koriS¢enjem posebnih tehnika prikupljanja podataka, kao Sto je pracenje
odabranog jona (eng. Selected lon Monitoring, SIM), umesto ukupne jonske
struje (eng. Total lon Current, TIC) (slika 2.2).
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Slika 2.2. TIC i SIM mod u GC-MS
2.3. PRINCIP RADA

Instrumenti i tehnike vremenom postaju sve slozeniji ali je osnovni princip
rada na gasnom hromatografu nepromenjen. Re¢ je o kolonskoj tehnici koja
se izvodi metodom eluiranja. Kao $to je prikazano na slici 1.8, osim toga $to
je mobilna faza gas, GC podrazumeva primenu 1) ¢vrste stacionarne faze ili
2) tec¢ne stacionarne faze nanete na ¢vrst porozni nosa¢ (punjena ili
pakovana kolona) ili na zid kolone (kapilarna kolona). Kao $to je pomenuto,
GSC obuhvata sve tehnike sa ¢vrstom stacionarnom fazom, dok GLC
podrazumeva te¢nu stacionarnu fazu. Uglavhom se koristi GLC, sa
izuzetkom nekoliko specijalizovanih oblasti kao $to je analiza neorganskih
gasova. Ipak, instrumentacija je prakti¢no identi¢na u slucaju obe tehnike.
Isto tako, osnovne komponente gasnog hromatografa su iste u slucaju
pakovanih i kapilarnih kolona, mada u drugom sluéaju postoje veci zahtevi
u smislu performansi uredaja. Pomenuta razlika moze biti pripisana manjem
protoku mobilne faze u slucaju kapilarne kolone, a samim tim je potreban i
brzi odgovor detektora. Kapilarne kolone su zastupljenije u proizvodnji i
vecina instrumenata je prilagodena radu sa ovim tipom kolona, zbog ¢ega su
veoma Cesto neadekvatni za rad sa punjenim kolonama, Sto zahteva
modifikaciju dela injektora i detektora.

Princip tehnike se zasniva na unosenju uzorka u hromatograf kroz
zagrejan injektor gde dolazi do trenutnog isparavanja, nakon ¢ega uzorak
dospeva u mobilnu fazu (gas nosac) kontinualnog protoka. Injektor mora
biti zagrejan do temperature na kojoj uzorak potpuno isparava (za vecinu
uzoraka opseg iznosi 250-300 °C), dok se hromatografska kolona nalazi u
posebnom termostatu (50-250 °C) gde se komponente smese razdvajaju na
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osnovu koeficijenata raspodele ili razli¢itog adsorpcionog afiniteta prema
stacionarnoj fazi. Pare komponenata uzorka se krecu razli¢itim brzinama
tako da se formiraju slojevi u koloni razdvojeni zonama ¢istog gasa nosaca.
Pojedina¢ne komponente smese dospevaju u detektor gde se registruju u
vidu elektricnog signala ¢iji je intenzitet proporcionalan njihovoj
koncentraciji u gasu nosacu. Signal se iz detektora preko odgovarajuceg
pojacivaCa Salje do pisaca/softvera i belezi u funkciji vremena, Sto
predstavlja krivu zavisnosti jafine signala od vremena, tj. gasni
hromatogram (slika 2.3). U uslovima kada je postignuto dobro razdvajanje
svaki signal na gasnom hromatogramu odgovara jednoj komponenti i
okarakterisan je vremenom zadrzavanja (retencionim vremenom, t,
odnosno retencionom zapreminom, V) i povrsinom pika. Retenciono vreme
pri datim radnim uslovima (T kolone, protok gasa nosaca, duzina kolone,
koli¢ina te¢ne faze itd.) je karakteristicno za odgovaraju¢u komponentu
uzorka na osnovu Cega se jedinjenje identifikuje (kvalitativna analiza).
Istovremeno, povrsina pika neke komponente proporcionalna je njenoj
koncentraciji koja se odreduje primenom odgovarajuce kalibracije, o cemu
je ve¢ bilo re¢i u prethodnom poglavlju. Dakle, kvalitativni, kao i
kvantitativni podaci mogu se dobiti uz preciznu kontrolu temperature i
protoka gasa nosaca. Uz izotermalni proces temperatura u koloni je
konstantna tokom analize, dok temperaturno programiranje u gasnoj
hromatografiji podrazumeva kontrolisan temperaturni rast.

CO,

CcO Metan

Azot
Kiseonik

Vodonik J
N -
I T T T T T T T T
00 20 40 60 80 100 12,0 140 16,0
Vreme (min)
Slika 2.3. Prikaz gasnog hromatograma
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24. DELOVI GASNOG HROMATOGRAFA

Osnovni delovi gasnog hromatografa su: 1) Boca sa komprimovanim gasom
nosacem uz uredaj za redukciju, regulaciju i merenje protoka gasa nosaca,
2) Injektor koji sluzi za unoSenje uzorka u kolonu, 3) Hromatografska
kolona za razdvajanje komponenata smesSe, 4) Termostat (injektor,
hromatografska kolona i detektor) za odrzavanje konstantne temperature, 5)
Detektor koji detektuje komponente smese istim redosledom kojim one
napusStaju kolonu — na promenu koncentracije reaguje srazmernim
naponskim ili strujnim signalom i 6) Sistem za sakupljanje i obradu
podataka koji sluzi za dobijanje trajnog dokumenta — hromatograma (slika
2.4).

Gasnosac

¥ |_|r s )VL Sistem za
sakupljanje i

. Kol |:::> Detektor [E5

Uzorak IZ:) Injektor oona clextor j obradu

podataka

Termostat

Slika 2.4. Sematski prikaz gasnog hromatografa
2.4.1. Gas nosac

Gas nosac se nalazi u ¢elicnim bocama zapremine 40 L pod pritiskom od
150 bara. Redukcija pritiska se postize pomo¢u membranskog redukcionog
ventila na kojem se pomeranjem membrane pomocu zavrtnja definiSe iznos
redukcije. Veoma vazna je i regulacija pritiska i protoka gasa nosaca, jer od
toga zavisi t. komponenata, odnosno efikasnost hromatografskog
razdvajanja. Osnovni redukcioni ventil je postavljen na izlazu iz boce.
Njime se pritisak redukuje na oko 4 do 5 bara. U sklopu ovog redukcionog
ventila nalazi se manometar pomocu koga se meri pritisak gasa u boci radi
definisanja preostale koli¢ine. Moderni gasni hromatografi imaju
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mogucnost elektronskog merenja i kontrole protoka noseceg gasa, ¢ime je
omoguceno da se pritisak 1 protok noseceg gasa mogu veoma precizno
kontrolisati i tokom trajanja same analize, Sto daje vecu efikasnost metodi.
U idealnom slucaju, mobilna faza u gasnoj hromatografiji je inertna u
odnosu na analit i stacionarnu fazu, hemijski Cista, nezapaljiva, jeftina i
dovoljne gustine kako bi doslo do smanjenja difuzije. Upotreba gasova (bilo
kao aditiva u mobilnim fazama ili ¢istih) koji mogu da interaguju sa
analitom i uti¢u na selektivnost je ograni¢ena prakti¢énim problemima, kao
Sto su primena odgovaraju¢eg detektora i ograni¢eni temperaturni opseg.
Stavise, hemijska reakcija analita i gasa predstavlja uobi¢ajeni problem u
slu¢aju GC na povisenim temperaturama. Najc¢esc¢e koriS¢ena mobilna faza
u GC je inertni gas koji ne uti¢e na selektivnost. Gas nosa¢ moze uticati na
rezoluciju posredno, jer od njega zavisi efikasnost kolone zbog razlika u
brzini difuzije u rastvor u sluéaju razli¢itih gasova. To moze uticati i na
vreme trajanja analize i zbog toga ima poseban znacaj u slucaju kada je
potrebno ograniciti pritisak zbog razlike u viskoznosti gasa (tabela 2.1).

Tabela 2.1. Fizicke osobine (pri 273 K i 101 kPa) i primena gasova u GC

Gas Termicka Viskoznost  Gustina Primena
provodljivost (107 Pas)  (kg/m®)
(10° W/m K)

Vodonik 16,75 84 0,0899 Gas nosac i
sagorevajuéi
gas

Helijum 14,07 186 0,1785 Gas nosac¢

Azot 2,39 166 1,2505 Gas nosac¢

Argon 1,67 212 1,7839 Gas nosac¢

Neon 4,56 298 0,8999 Gas nosac¢

Kiseonik 2,43 192 1,4289 Sagorevajuci
gas

Vazduh 2,39 171 1,2928 Sagorevajuci
gas
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Uzimajuéi u obzir pomenute ¢injenice, vodonik, helijum i azot
spadaju medu najceSce koriS¢ene gasove nosace u gasnoj hromatografiji.
Izbor zavisi od prirode analizirane supstance i vrste detektora, kao i cene i
pristupacnosti gasa koji mora biti izuzetne Cistoce (99,999-99,9999%), kako
bi se maksimalno produzio vek trajanja kolone, zbog ¢ega se koriste i filteri
koji se dodatno postavljaju u liniju gasa i primenjuju se za njegovo
preciS¢avanje kako bi se maksimalno zastitio sistem. Tako na primer, uz
detektor termiCke provodljivosti se koristi helijum, uz plameno-jonizacioni
detektor se koristi azot itd. U slucaju pakovanih kolona svi gasovi nosaci su
podjednako pozeljni, mada u odredenim situacijama postoje izuzeci. Naime,
u slu¢ajevima u kojima je pad pritiska ograni¢avajuci faktor, preporucljivo
je koristiti vodonik zbog male viskoznosti. Kod kapilarnih kolona postoji
drugaciji pristup u pogledu odabira najpogodnijeg gasa nosaca, pri cemu je
pazljiva selekcija neophodna zbog optimizacije razdvajanja.

2.4.2. Injektor i tehnike uvodenja uzoraka

Metoda unosenja uzorka zavisi od agregatnog stanja uzorka i prirode
procesa razdvajanja. Kao §to je receno, u slu¢aju GC uzorci mogu biti
¢vrsti, tecni 1 gasoviti, 1ako se Cvrsti 1 tecni uzorci unose kao razblazeni
rastvori u isparljivom rastvaracu.

2.4.2.1. Tecniuzorci

Za unoSenje teénih uzoraka Koristi se injektor (injekcioni blok).
Univerzalna metoda podrazumeva unoSenje te¢nih uzorka pomocéu
mikrolitarskih Spriceva, tako Sto se kroz otvor na zavrtnju iglom probusi
gumeni zaptiva¢ i brzim pritiskom na klip Sprica ubrizga uzorak (0,1-10
uL). Ceo injekcioni blok izraden od aluminijuma se zagreva preko grejaca
uz kontrolu i regulaciju temperature. Injekcioni blok se zagreva na
temperaturu koja omogucava trenutno isparavanje svih komponenata uzorka
kako bi celokupna koli¢ina uzorka, nosena mobilnom fazom, dospela u
kolonu prakti¢no istovremeno. Pored toga, potrebno je da koli¢ina uzorka
koja dospe u kolonu bude odgovarajuca tako da ne premasi kapacitet kolone
(naroCito kod kapilarnih kolona) ili opseg linearnosti detektora. PoSto se
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male koli¢ine uzorka (npr. 0,1 pulL) ne mogu precizno uneti, primenjuje se
postupak unosenja uz razdeljivanje (eng. split), kao najstarija i najéesce
kori§¢ena metoda u slucaju kapilarnih kolona. Medutim, osnovni nedostatak
injektora sa razdeljivanjem je velika potro$nja gasa nosaca, jer znatno veca
zapremina gasa nosaca tokom injektovanja i tokom analize dospeva u
atmosferu. Zbog toga je razvijen sistem za unoSenje uzoraka sa
razdeljivanjem/bez razdeljivanja (eng. split/splitless). Odabir jednog od
pomenuta dva moda, tj. split ili splitless zavisi od koncentracije analita u
uzorku. Na slici 2.5 je Sematski prikazan tipi¢an split/splitless injektor.

Dovod Pneumatika

Prodiscavarje Septum —I
septuma

Unutradnji
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obloga
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. *ﬂ ..... -
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|
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Tacka

razdeljivanja

Slika 2.5. Popreéni presek split/splitless injektora

Split injektovanje se koristi za uzorke koji nisu rastvoreni ili za
uzorke gde su analiti rastvoreni u rastvaracu i prisutni u relativno visokim
koncentracijama. Rezim splitless koristi se za uzorke koji sadrze analite u
tragovima.

Split mod. U slucaju split moda injektovan uzorak isparava i
dospeva u struju gasa nosaca pri cemu samo mali deo uzorka (0,5-5%) i
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rastvaraca, ukoliko je prisutan, dospeva u kolonu, dok ostatak uzorka preko
izlaznog voda dospeva u atmosferu (slika 2.6). Tipi¢an opseg odnosa je od
10:1 do 400:1 i moze se izracunati na osnovu jednacine 2.1:

V, +V

Split odnos = 0 2.1

gde je vk — protok gasa nosaca u koloni (mL/min), a v, — protok gasa nosaca
u odvodu (mL/min).

Ulaz gasa nosacta 7

Izlazni odvod

Odvod Otvoren solenoid

za proc¢iséavanje
septuma

3

Ukolonu

Slika 2.6. Put gasa nosaca u split modu kod split/splitless injektora

Kod modernih instrumenata, pomenuti protoci se kontroliSu
elektronski i odnos u split modu se podeSava softverski. Koristi se za
koncentrovana jedinjenja od interesa (> 100 pg/mL) sa sli¢énim vrednostima
tacki kljucanja. Ventil za razdeljivanje je otvoren tokom trajanja analize.
Temperatura injektora mora biti dovoljno visoka da bi svi analiti isparili.
Pocetna temperatura injektora trebalo bi da bude malo ispod temperature pri
kojoj se prvo jedinjenje eluira.
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Postoji nekoliko prednosti split moda:

e Vreme trajanja analize je krace nego kod drugih metoda, jer nije
potrebna niska poc¢etna temperatura kolone da bi se uzorak usmerio
na kolonu,

e Izbegavaju se problemi sa rastvaraCima koji nisu rastvorljivi u
stacionarnoj fazi jer vrlo malo rastvaraca dospeva na kolonu i

e Tehnika je dobra za termolabilne komponente, jer je vreme boravka
u zagrejanom injektoru vrlo kratko.

Obloge (eng. liners) u injektoru za split mod dizajnirane su tako da
doprinesu poboljsanju mesanja uzorka, tako da je split odnos isti za sve
analite u uzorku. Zapremina uzorka je obi¢no 1 uL ili manja, pa se
preporucuje velika brzina injektovanja.

Splitless mod. Predstavlja drugi naéin upotrebe split/splitless
injektora. U ovom modu uzorak se injektuje uz zatvoren ventil za
razdeljivanje (slika 2.5). Nakon odredenog vremena, ventil za razdeljivanje
se otvara. Analiti iz uzorka su istalozeni na poc€etku kolone i najveci deo
isparljivog rastvaraca se odvodi. Iz tog razloga, kao i zbog toga §to se veliki
deo uzorka moze uneti, splitless mod se koristi za analizu tragova. Da bi se
sprecili gubici lako isparljivih jedinjenja koja su od interesa, tacka kljucanja
rastvaraca treba da bude najmanje za 20 °C niZa u odnosu na najniZu
temperaturu kljucanja neke komponente prisutne u uzorku.

Kod splitless moda temperatura injektovanja treba da bude dovoljno
visoka da bi svi analiti isparili, a poCetna temperatura kolone treba da bude
10-15 °C ispod tacke kljuCanja rastvaraca. Pod tim uslovima, rastvarac¢ i
analiti se kondenzuju u uskoj zoni na stacionarnoj fazi na pocetku kolone.
Kako se temperatura kolone povecava, analiti poCinju da se kre¢u kroz
stacionarnu fazu, eluiraju se iz kolone i na hromatogramu se pojavljuju kao
ostri pikovi.

Jedan od glavnih problema kod splitless injektovanja je ograni¢enje
po pitanju molekulskih masa jedinjenja. To znaci da ukoliko uzorak sadrzi
jedinjenja sa Sirokim opsegom tacki kljucanja, manji prinos ¢e biti u slucaju
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jedinjenja sa viSom tackom kljuc¢anja u odnosu na isparljivija jedinjenja iz
uzorka. Drugi nedostatak splitless moda je relativno dugo vreme boravka
uzorka u zagrejanom injektoru i termicki labilna jedinjenja imaju tendenciju
da se razgrade. Kao rezultat ovih nedostataka, pomenuti mod se preporucuje
za analizu uzoraka u tragovima koji sadrze analite sa priblizno istim
taCkama kljucanja i ne sadrze analite koji su termicki labilni.

U slucaju splitless injektovanja relativno velika koli¢ina rastvaraca
dospeva na kolonu i rastvaraé¢ treba da bude kompatibilan sa stacionarnom
fazom u koloni jer ¢e u suprotnom to uticati na brzo eluiranje analita sto
dovodi do pojave sirokih ili podeljenih pikova. Naime, za uzorke rastvorene
u polarnim rastvarac¢ima, kao §to je metanol, trebalo bi da se koristi polarna
stacionarna faza, dok su za nepolarne kolone odgovarajuéi rastvaraci
heksan, izooktan i toluen. Etil-acetat je odgovaraju¢ za veéinu stacionarnih
faza.

Injektovanje na kolonu podrazumeva unosenje uzorka direktno na
kolonu. Suprotno konvencionalnom split/splitless injektoru koji sadrzi
peénicu koja odrzava temperaturu tokom analize konstantnom, ovaj tip
injektovanja bolje funkcioniSe uz rezim temperaturnog programiranja
peénice. Temperatura injektora se podeSava ispod tacke kljucanja
rastvaraca. Nakon vadenja Sprica, injektor se naglo zagreva (uobicajeno
brzinom od 50 °C/min) na maksimalnu temperaturu koja mora biti dovoljno
visoka kako bi sve komponente od interesa isparile. Nakon isparavanja,
komponente dospevaju na pocetak kolone i temperatura kolone se
programira uobifajenom procedurom. Ovakav nacin injektovanja daje
velike prinose za veéinu analita 1 posebno je dragocena u slucaju uzoraka
koji sadrze komponente sa Sirokim opsegom tacki kljuCanja ili termicki
labilne analite.

Split/splitless injektovanje uz hladenje se koristi u slucaju kada su
uzorci koncentrovani (> 100 pg/mL) i sa Sirokim opSegom tacki klju¢anja
analita (split), a takode i za tragove analita sa Sirokim opsegom tacki
kljucanja (splitless). Radni uslovi su sliéni kao u slucaju splitless
injektovanja uz zagrevanje, osim §to se u ovom sluéaju injektor hladi tokom
unoSenja uzorka i zatim naglo zagreva (50-200 °C/min). Nedostatak u
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smislu molekulskih masa se na ovaj nacin eliminise, ali se termicki labilna
jedinjenja na ovaj nacin razgraduju zbog dugotrajnog boravka analita u
injektoru.

Injektovanje velikih zapremina predstavlja modifikaciju splitless
moda uz hladenje. Zapremine uzoraka od 5 do 100 pL se injektuju da bi se
poboljsala granica detekcije analita vrlo niskih koncentracija. U ovom
rezimu, jedinjenja od interesa treba da imaju znatno viSu tacku kljucanja u
odnosu na rastvarac¢ kako bi se izbegli gubici prilikom odvodenja rastvaraca.
Uzorak se unosi polako, pri ¢emu su temperature kolone i injektora
neposredno ispod tacke kljucanja rastvaraca i razdeljivac je otvoren. Vecina
rastvaraca se odvodi, dok se analiti sa visokim tackama klju¢anja zadrzavaju
na oblozi u injektoru. Nakon odredenog vremena zadrzavanja (obi¢no do 1
min), razdeljivac se zatvara, a injektor se velikom brzinom zagreva i analiti
dospevaju u kolonu. Nakon jo§ nekoliko minuta, razdeljiva¢ se otvara i
zagrevanje kolone se temperaturno programira sve dok sva jedinjenja
prisutna u uzorku ne napuste kolonu (slika 2.7). Ova tehnika je zahtevna u
smislu optimizacije uslova za svaku analizu. Takode, necistoce u rastvaracu
su uocljivije, ali to ne bi trebalo da predstavlja problem ukoliko se tehnika
kombinuje sa visoko-selektivnim masenim spektrometrom kao detektorom.
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Slika 2.7. Eksperimentalni uslovi u slucaju injektovanja velikih zapremina
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Kompatibilnost injektora i uzorka. Faktori koje treba uzeti u obzir
prilikom odabira injektora ili nac¢ina unoSenja uzorka, a da pri tom budu
odgovrajuci za te¢ni uzorak koji se analizira, su svakako koncentracija,
tacka kljucanja i termiCka stabilnost analita.

Ocekivana koncentracija svakog analita treba da bude izmedu
najviseg i najnizeg nivoa kalibracione krive koja se konstruise koris¢enjem
standardnih rastvora poznatih koncentracija. Generalno, sadrzaj u opsegu od
pikograma do nanograma dospeva u GC detektor ili maseni spektrometar.
Uzorci u kojima je koncentracija analita niza od nekoliko ng/uL smatraju se
uzorcima u tragovima.

Na osnovu prethodne diskusije moze se zakljuciti da injektovanje uz
hladenje pra¢eno temperaturnim programiranjem daje najbolje rezultate Sto
se ti¢e prinosa svih analita. Ovakav zaklju¢ak navodi na pitanje zbog Cega
se izotermalno injektovanje koristi u velikoj meri. Odgovor je da je
izotermalno injektovanje prikladnije. Nedostatak kod metode unosenja
uzorka uz hladenje je neophodnost hladenja injektora te¢nim CO; ili te¢nim
azotom. Rezervoar sa tecnim CO; ili azotom obi¢no zahteva konstantno
nadgledanje. Kako se gas za hladenje trosi, vreme izmedu analiza postaje
sve duze. Mnogi uzorci se uspesno analiziraju split/splitless injektovanjem
uz zagrevanje. Pored toga, ove metode je lakSe optimizovati i ekonomski su
povoljnije jer nema potrebe za upotrebom sredstava za hladenje, a posebno
u slucaju split metode gde je vreme trajanja analize krace.

Tehnike unoSenja uzorka. Injektovanje te¢nih uzoraka u gasni
hromatograf obi¢no se izvodi pomocu 10-pL Spriceva. Da bi se postigla
reproduktivnost rucnog injektovanja uzorka u injektor sa zagrevanjem,
preporucuje se ,,sendvi¢” tehnika. Naime, mala koli¢ina rastvaraca se uvlaci
u Spric, nakon toga sledi zona vazduha, zatim uzorak i na kraju drugi
vazdu$ni Cep, pri ¢emu igla ostaje prazna (slika 2.8). Ovom tehnikom
smanjuje se problem u vezi analiziranja jedinjenja visokih 1 niskih
molekulskih masa. Kao §to je ranije receno, u sluc¢aju splitless moda, postoji
ograniCenje po pitanju koli¢ine uzorka. Zapremina zone rastvaraa mora se
uzeti u obzir pri kori$¢enju ,,sendvi¢” tehnike kod splitless moda.
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Slika 2.8. Spric napunjen uzorkom i rastvaratem pre unosenja ,,sendvi¢”
tehnikom

Brzina unoSenja uzorka. Brzina unoSenja uzorka ima znaCajan
uticaj na rezultate hromatografske analize. U sluc¢aju split moda se
preporucuje veoma velika brzina injektovanja, dok kod splitless rezima
optimalna brzina injektovanja zavisi od kapaciteta staklene obloge i opsega
tacki kljucanja jedinjenja prisutnih u uzorku:

e Za obloge sa manjim unutrasnjim pre¢nikom, brzina injektovanja
treba da bude sporija,
e Velika brzina injektovanja rezultuje nemoguc¢noséu analize

e Mala brzina injektovanja rezultuje nemoguénos$éu analize manje
isparljivih jedinjenja.

Za tehniku unosenja uzorka sa hladenjem pozeljnija je manja brzina.

44



Brzina injektovanja predstavlja vazan parametar i potrebno ga je
empirijski  optimizovati. Koris¢enjem autosemplera omoguceno je
podesavanje razli¢itih brzina injektovanja, ¢ime se obezbeduje ne samo
odgovarajuca brzina, ve¢ i ponovljiva brzina uzastopnih injektovanja, $to je
jedan od mnogobrojnih razloga zbog kojih se preporucuje automatsko
injektovanje uzorka.

Pulsno unoSenje uzorka pod prisitkom podrazumeva povecanje
pritiska gasa nosaca za 2—3,5 bara neposredno pre injektovanja. Nakon toga,
pritisak se spusta kako bi se odrzao zeljeni protok kroz kolonu. Kao
posledica ovoga dolazi do kompresije uzorka na mnogo manju zapreminu, a
takode se prevazilazi i problem sa preoptere¢enjem injektora koji se javlja u
slucaju splitless moda sa zagrevanjem.

2.4.2.2. Gasoviti uzorci

Gasoviti uzorci se unose pomocu gasne slavine. Gasoviti uzorci za GC
analizu mogu da potiCu iz viSe razli€itih izvora, ukljucujuéi rezervoar za
gas, poseban kontejner za prikupljanje uzoraka gasa, kao i headspace.
Ponekad se gas unosi injektovanjem u jedan od gore navedenih injektora sa
nepropusnim spricem za gas. Moze da se koristi u slu¢aju bilo kog injektora
ukljucujuéi split/splitless rezime rada. Zapremina uzorka varira od 100 pL
do 2 mL ili vise. NajceSce se koristi zapremina gasa od 1 mL. Injektovanje
moze da bude automatsko. U sustini, Spric od 100 pL moze da se instalira u
neke autosemplere koji su dizajnirani za tecno injektovanje. Takode, postoje
automatizovani sistemi sa nepropusnim Spricevima koji mogu da se
zagrevaju radi spreCavanja kondenzovanja analita iz gasovitog uzorka.
Alternativno, gasoviti uzorak moze se uneti U Struju gasa nosa¢a pomocu
ventila za uzorkovanje gasa. Cesto se koriste ventili sa petljom za uno$enje
uzorka u kolonu. Uobicajeno se ventil za uzorkovanje gasa instalira na vrh
GC kolone, obiéno u peénici koja se posebno zagreva. Cak i kada je sistem
namenjen analizi permanentnih gasova, poZeljno je blago zagrevanje ventila
kako bi se sprecila kondenzacija vode. Sama petlja je dostupna u razli¢itim
veli¢inama, ali za unoSenje uzorka u gasni hromatograf najcesc¢e se koriste
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zapremine od 0,5 mL, 1 mL i 2 mL. Na slici 2.9 prikazan je izgled ventila i
petlje za unosenje gasovitog uzorka.

%

Jezgro ventila

Petlja za uzorak gasa

Ventil sa 10 ulaza

Slika 2.9. Ventil sa 10 ulaza i rotiraju¢im jezgrom (inset) i petlja

Analiti iz gasovitog uzorka mogu se adsorbovati na povrsini
odgovaraju¢eg materijala za ,,hvatanje” i potom desorbovati zagrevanjem
materijala, pri ¢emu dolazi do prenosenja analita u gasni hromatograf.
,Hvatanje” analita iz gasovitog uzorka dovodi do smanjenja granice
detekcije za razliku od samog injektovanja 1-2 mL gasa. Smanjenje granice
detekcije nastaje zbog Cinjenice da se mnogo veca koli¢ina gasa uzorkuje
,hvatanjem” analita. Pored toga, pri zagrevanju materijala, analiti se
koncentrisu ¢ine¢i usku zonu, $to dovodi do pojave uskih pikova na
hromatogramu, ali sa velikim Sumom.

2.4.2.3. Isparljiva jedinjenja u te¢nim i ¢vrstim uzorcima

Static¢ki headspace. Headspace je tehnika pripreme uzoraka za odredivanje
isparljivih jedinjenja u ¢vrstim i te¢nim uzorcima. Tehnika je pocela da se
primenjuje sredinom XX veka i do danas se aktivno koristi. Ovom
tehnikom, u GC kolonu se uvodi samo gasna faza iznad uzorka. Headspace
analiza je popularna zbog jednostavnosti i ¢injenice da je to vrlo Cist nacin
unoSenja isparljivih analita u gasni hromatograf (ne postoji moguénost
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unos$enja neisparljivih komponenata uzorka), dok injektor i kolona prakticno
ne zahtevaju odrzavanje. Tecni uzorak koji treba da se analizira headspace
tehnikom obi¢no se sakuplja iz izvora i hladi u posudi koja se napuni do
vrha tako da se iz uzorka ne izgube isparljiva jedinjenja. Neposredno pre
analize, teni ili ¢vrsti uzorak se postavlja u vijalu na sobnoj temperaturi, pri
¢emu se ostavi dovoljno slobodnog prostora za gasoviti deo uzorka, nakon
¢ega se vijala zatvori i zagreva. Isparljiva jedinjenja pocinju da prelaze u
gasovitu fazu iznad uzorka sve dok se ne dostigne ravnoteza. U toj tacki
odnos koncentracija analita u gasovitoj fazi i te¢noj ili ¢vrstoj fazi je
konstantan i predstavlja koeficijent raspodele. Proces uspostavljanja
ravnoteze je prikazan na slici 2.10.

3 -

ce. Ve

(1))
ci Vp
. -/

Slika 2.10. a) Te¢ni uzorak (najces¢e voda) sa isparljivim analitom
nepoznate koncentracije (Co) i b) Vijala poznate zapremine sa te¢nim
uzorkom poznate zapremine. ¢, — koncentracija analita u te¢noj fazi nakon
uspostavljanja ravnoteze; Cg — koncentracija analita u gasovitoj fazi nakon
uspostavljanja ravnoteze; V| — zapremina analita u tec¢noj fazi; Vg —
zapremina analita u gasovitoj fazi

Nakon uspostavljanja ravnoteze, uzima se alikvot gasovite faze
uzorka iz vijale pomocéu nepropusnog Sprica ili headspace uredaja sa
ventilom za gasovite uzorke i nakon toga se uzorak unosi u gasni
hromatograf. lako je uzorke moguce uneti manuelno, ipak se veca
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preciznost i manja granica detekcije postizu pomocu specijalnih sistema za
headspace.

Dostupno je nekoliko headspace sistema pri ¢emu uno$enje uzorka u
gasni hromatograf moze da se izvodi pomocu ventila za gasovite uzorke,
nepropusnog Sprica ili sistema sa uravnotezenim pritiskom, ¢ija je prednost
vrhunska preciznost i inertnost. U poredenju sa drugim headspace
tehnologijama, ovaj sistem ne zahteva ventile za uzorkovanje gasovitih
uzoraka, ¢ime se izbegava kontakt uzorka sa vru¢im metalnim petljama, $to
inace zahteva odrzavanje.

Headspace se veoma cesto koristi kao tehnika za odredivanje
alkohola u krvi, zaostalih rastvaraca u farmaceutskim preparatima i za¢ina
iz hrane. Drugi uobicajeni primeri upotrebe ove metode su industrijske
analize monomera u polimera, analiza pi¢a i prehrambenih proizvoda,
analiza parfema i kozmetickih preparata, isparljivih organskih materija
ukljucujuéi hlorovana jedinjenja, kao i monoaromati¢ne ugljovodonike
(benzen, toluen, etilbenzen i izomere ksilena) u uzorcima vode i ¢vrstim
uzorcima.

Dinamicki headspace (purge and trap). Pod pojmom headspace se
uglavnom podrazumeva statiCki headspace, iako se u odredenim
slucajevima odnosi i na dinamicki headspace. U slu¢aju ove tehnike (slika
2.11) inertni gas se propusta kroz uzorak, a isparljivi analiti se zarobljavaju
na adsorbensu. Adsorbens je najéesce sinteti¢ki polimer koji ne reaguje sa
analitima, ali ih efikasno vezuje pri ambijentalnim uslovima i oslobada ih na
povisenoj temperaturi bez hemijske modifikacije, nakon ¢ega se prenose u
gasni hromatograf. Ostali adsorbensi koji se koriste su silika-gel, aktivni
ugalj i molekulsko sito. Na kraju, radi uklanjanja zaostalih analita i vlage,
adsorbens se zagreva na temperaturu visu od one koja je koriS¢ena tokom
desorpcije i nakon toga je sistem spreman za naredno uzorkovanje.

Ova tehnika podrazumeva nizu granicu detekcije u odnosu na
staticki headspace, jer po teoriji treba da se ukloni celokupna koli¢ina
analita iz matriksa, dok se u drugom slucaju uklanja pojedina¢ni alikvot
gasne faze.
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Slika 2.11. Produvavanje gasa kroz uzorak koji sadrzi isparljive analite

Mikroekstrakcija u ¢vrstoj fazi. Mikroekstrakciju u Cvrstoj fazi
(eng. Solid Phase Microextraction, SPME) razvili su Janusz Pawliszyn i
njegovi saradnici na Univerzitetu Waterloo u Ontariju, Kanada. Arthur i
Pawliszyn su rad o primeni prvog SPME instrumenta objavili 1990. godine,
a prvi komercijalni uredaj sa Spricem se pojavio 1993. godine (Supelco).
Osnovni deo SPME sistema predstavlja tzv. SPME $pric, koji podse¢a na
hromatografski, s tom razlikom sto sadrzi vlakno dugo 1 cm smesteno
unutar igle sprica, koje je napravljeno od odgovarajuc¢eg polimera nanetog
na nosac od stopljenog SiO,, pre¢nika od 110 um. Proces mikroekstrakcije
se zasniva na preraspodeli analita izmedu ekstrakcionog medijuma (vlakna)
I matriksa uzorka, odnosno na selektivnoj sorpciji ciljnih analita u aktivnom
sloju vlakna i direktnoj desorpciji u injektoru hromatografa. Postupak
SPME se sastoji iz nekoliko koraka, pri ¢emu je osnovni princip
mikroekstrakcije analita iz rastvora prikazan na slici 2.12. Pre same analize,
vlakno je uvuceno u metalnu cevéicu SPME sprica. Posle probijanja
septuma bocice u koju je prethodno stavljena odredena zapremina uzorka,
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vlakno se izvlaci iz metalne zastite, tj. izlaze uzorku spustanjem klipa
Sprica. Nakon odredenog vremena, vlakno sa sorbovanim analitima se
ponovo uvlaci u iglu, koja se izvlaci iz bocice. Sorbovani analiti se
desorbuju sa vlakna uvodenjem igle SPME Sprica u injektor
hromatografskog sistema (termicka desorpcija u slucaju GC, odnosno
eluiranjem rastvaracem u slucaju LC).

S obzirom na svoju jednostavnost i efikasnost, ¢injenicu da ne
zahteva upotrebu organskih rastvaraca i da se koraci preciscavanja i
koncentrovanja ekstrakta uzorka (ispitivanih analita) izvode istovremeno,
SPME tehnika se sve vise koristi u analitici ostataka pesticida u uzorcima
razlicitog porekla. U poredenju sa ostalim ekstrakcionim tehnikama, SPME
metoda zahteva znatno kra¢e vreme trajanja analize. Na primer, za
odredivanje sadrzaja organohlornih pesticida u hrani ili drugim uzorcima,
na te¢no-¢vrstu ekstrakciju (eng. Liquid Solid Extraction, LSE) se trosi 4—
18 h, na ekstrakciju u ¢vrstoj fazi (eng. Solid Phase Extraction, SPE) 2-3 h,
a za SPME 0,5-1 h po uzorku. Dodatno, LSE i SPE tehnikama se uvek
unose i odredeni kontaminanti u finalni uzorak koji treba da se injektuje u
hromatograf, sto rezultira ve¢im sumom u toku analize. Takode, SPME
tehnika zahteva male kolic¢ine uzorka za analizu, ne zahteva upotrebu
organskih rastvaraca, a zbog izrazene selektivnosti, Sum je neznatan, sto sve
zajedno znatno olaksava identifikaciju i kvantifikaciju analita. SPME je
ravnotezna tehnika u kojoj se analiti raspodeljuju izmedu tri faze: uzorak,
gasovita faza i vlakno (slika 2.13). Vlaknom se pri tome ne izvlaci
celokupna kolic¢ina analita prisutha u uzorku, ali se odgovaraju¢om
kalibracijom ova tehnika moze Koristiti i za uspesnu kvantifikaciju. Postoji
dva nacina uzorkovanja 1) headspace uzorkovanje—mikroekstrakcija iz
gasovite faze (HS-SPME, slika 2.13a) i1 2) direktno uzorkovanje—
mikroekstrakcija iz rastvora (DM-SPME, slika 2.13b).
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Slika 2.12. Postupak mikroekstrakcije analita iz rastvora

a) b)

Slika 2.13. Radni modovi: a) HS-SPME i b) DM-SPME
2.4.2.4. Direktno unosenje uzoraka

Direktne unosenje te¢nih i évrstih uzoraka. Moze da se koristi u dva moda:
1) analiti mogu da se razdvajaju u konvencionalnim GC kolonama i da se
odreduju pomocu GC detektora ili masenog spektrometra i 2) analiti mogu
da se prenesu u maseni spektrometar bez razdvajanja. Prvi nacin je
preporucljiv u slucaju kada se odreduju jedinjenja koja su podlozna
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razdvajanju pomocu GC, dok je drugi na¢in pogodan u slucaju odredivanja
jednog ili dva jedinjenja, posebno termicki labilnih jedinjenja koja se
razgraduju pri uslovima koji podrazumevaju duze zadrzavanje u GC koloni.

U slucaju oba moda, tecni i ¢vrsti uzorci se postavljaju u staklene
mikrovijale. Analiza zapocCinje isparavanjem rastvaraca (te¢ni uzorci) pri
¢emu je temperatura injektora relativno niska Sto je praceno naglim
zagrevanjem injektora do temperature koja je potrebna da bi jedinjenja iz
uzorka isparila. Neisparljivi ostaci matriksa se zadrzavaju, pri ¢emu analit
isparava. Sa konvencionalnim nafinom GC razdvajanja poluisparljiva
jedinjenja iz uzorka se analiziraju pomo¢u masenog spektrometra ili GC
detektora.

Za direktno unoSenje uzorka u maseni spektrometar preporucljiva je
upotreba kratke kolone (duzine 2 m i pre¢nika 0,1 mm), bez premaza ili sa
tankim filmom (0,1 pm). U ovom slucaju temperatura treba da bude
dovoljno visoka kako se analiti ne bi zadrzavali na koloni.

Direktno unosenje uzorka ima znac¢ajnu prednost u slucaju ¢vrstih 1
termic¢ki nestabilnih uzoraka koji se unose u jonski izvor masenog
spektrometra, pri ¢emu neisparljiva jedinjenja zaostaju U koloni i jonski
izvor ostaje Cist.

Uredaj je komercijalno dostupan 1 moze da se koristi za analizu
pesticida u hrani, bioloskim uzorcima 1 aerosolima. Posebno interesantna
primena je u analizi kokaina iz vlasi kose.

Pirolizeri. U slucaju pirolize neisparljivi Cvrsti i te¢ni uzorci se
zagrevaju do temperatura koje su vise u odnosu na GC injektore. Pod ovim
uslovima specificne hemijske veze se raskidaju 1 isparljivi proizvodi
razgradnje se otpustaju i prenose u gasni hromatograf ili GC—MS radi
ispitivanja i moguce identifikacije. U nekim sluc¢ajevima se koristi plameno-
jonizacioni detektor i broj pikova, kao i retenciona vremena pikova se
porede sa hromatogramima dobijenim snimanjem standardnih rastvora.
Piroliza moze takode da se koristi u slucaju primene masenog spektrometra
za identifikaciju analita koji su dobijeni kao rezultat termi¢kog raspada
¢vrstog uzorka.

Temperatura pri kojoj se odvija piroliza mora biti optimizovana za
svaki tip uzorka. Potrebno je da bude dovoljno visoka kako bi se dobio Sirok
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spektar proizvoda. Pri relativno niskim temperaturama razgradnja moze biti
previse spora da bi bila od Kkoristi. Veoma visoke temperature mogu da
dovedu do intenzivne razgradnje i nastanka veoma malih nespecifi¢nih
proizvoda. Neki pirolizeri mogu postic¢i temperaturu do 1400 °C, ali u veéini
sluc¢ajeva se primenjuje temperatura u opsegu 500-800 °C.

Osnovna primena GC ili GC-MS pirolize je u medicine, farmaciji,
forenzici, analizi hrane i uzoraka iz zZivotne sredine, industriji itd.

2.4.3. Kolone

U gasnoj hromatografiji komponente se razdvajaju u zagrejanoj koloni koja
sadrzi stacionarnu fazu. Komponente injektovanog uzorka se unose u
kolonu pomocu gasa nosaca (mobilne faze) i selektivno se zadrzavaju na
stacionarnoj fazi. Temperatura peénice u kojoj se nalazi kolona obi¢no se
povecéava brzinom 4-20 °C/min, tako da se komponente sa visom tackom
klju¢anja i one koje su jace vezane za stacionarnu fazu sukcesivno
oslobadaju sa stacionarne faze.

Prema nameni, kolone za gasnu hromatografiju se dele na
preparativne i analiticke, ali je mnogo rasprostranjenija podela prema
nacinu pripreme i pre¢niku, na kolone sa punjenjem 1 kapilarne.

Standardne punjene kolone (slika 2.14a) su duzine od 1,5 do 10 m,
precnika od 2 do 4 mm, sadrzaj te¢ne faze iznosi od 5 do 10%, a prosecni
pre¢nik zrna inertnog nosaca je od 100 do 150 um. Inertni nosaci obi¢no su
izradeni od materijala na bazi dijatomejske zemlje. U pocetku su se kolone
pravile od bakra, aluminijuma, nerdajuceg Celika 1 stakla i punjene su malim
Cesticama inertnog ¢vrstog nosaca na koji je nanet tanak sloj stacionarne
faze. Nosa¢ se sastojao od Cestica dijatomejske zemlje jednake veliCine, a
stacionarna faza je bila viskozni te¢ni polimer visoke tacke kljuanja. Ove
kolone su koriS¢ene za razdvajanje jedinjenja tecnog agregatnog stanja ili
¢vrstih supstanci na sobnoj temperaturi. Pakovane kolone su takode punjene
sitnim Cesticama ¢vrstog polimera ili molekulskog sita 1 koriS¢ene su za
razdvajanje permanentnih gasova i veoma isparljivih te¢nosti.
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Kapilarne kolone dele se na:

e FSOT (eng. Fused Silica Open Tubular) — izradene su od amorfnog
silikatnog materijala, bez prisustva metalnih oksida, zbog cega
pokazuju veliku inertnost. Vrlo su fleksibilne, a radi povecanja
Cvrstine se sa spoljasnje strane oblazu polimernim materijalima
(slika 2.14b). Te¢na faza se u unutraS$njosti kolone ne vezuje
fizickim silama, ve¢ kovalentnim vezama preko silanolnih (Si-OH)
grupa. Pokazuju veliku stabilnost pri poviSenim temperaturama i
Vvisok stepen cCistoce, a ¢ak i minorne organske primese poreklom od
stacionarne faze mogu se ukloniti propuStanjem odgovarajuéeg
rastvaraca. Osnovni nedostatak ovih kolona je visoka cena i
nedovoljno razvijeni postupci vezivanja polarnih te¢nih faza.

e WCOT (eng. Wall-Coated Open Tubular) — standardne kapilarne
kolone, danas su gotovo potpuno van upotrebe. Unutrasnji zid im je
oblozen samo stacionarnom te¢nom fazom (slika 2.14c). Duzina im
je do 200 m, a precnik 0,25-0,5 mm. Proizvode se od stakla koje se
prethodno hemijski tretira, kako bi se obezbedilo dobro prekrivanje
povrsine i ujednacena debljina te¢nog sloja. Ove kolone su lomljive,
a problemi se uglavnom javljaju prilikom postavljanja, ili vadenja
kapilara iz termostata gasnog hromatografa.

e SCOT (eng. Support Coated Open Tubular) — kapilarne kolone sa
unutra$njim zidom koji je oblozen stacionarnom te¢nom fazom i
sprasenim inertnim nosacem (Slika 2.14d), pre¢nika oko 1 mm,
duzine 15-100 m i preénika zrna inertnog nosaca oko 1 pm.

e PLOT (eng. Porous Layer Open Tubular) — kapilarne kolone sa
unutrasnjim zidom od stopljenog SiO, Kkoji je obloZen slojem
adsorbensa (slika 2.14e).

e Mikropakovane kolone — izraduju se od nerdajuceg celika (ne
preporucuju se pri analizi masnih kiselina) i stakla (pre¢nik < 0,1
mm), koje je mnogo povoljniji materijal, jer je inertnije, lako se
uocava da li je kolona dobro pakovana i da li se pojavljuju praznine
u punjenju tokom upotrebe. U potpunosti su ispunjene inertnim
nosa¢em sa nanetom stacionarnom te¢nom fazom (2.14a). Nosac se
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dodaje koloni u malim koli¢inama preko levka i pazljivo sabija
pomoc¢u vakuuma na drugom kraju kapilare. Ako je punjenje previse
gusto, kolone ¢e se tokom upotrebe inaktivirati. U suprotnom, kada
je punjenje nedovoljno gusto, razdvajanje komponenti bice
nepotpuno.

Zid kolone Poliamidni ~ Stopljen
i

zid kolone  Silika-gel Te¢na
stacionarna faza

a) b) c)

Porozni nosa¢
na koji je naneta

b ; Porozni nosac¢
te¢na stacionarna faza

d) e)
2.14. Sematski prikaz popre¢nog preseka: a) standardne punjene i
mikropakovane, b) FSOT, ¢) WCOT, d) SCOT i e) PLOT kolone

Da bi se postiglo adekvatno razdvajanje jedinjenja iz smeSe, radna
temperatura kolone mora se kontrolisati u rasponima od nekoliko °C. Po
empirijskom pravilu ona iznosi nekoliko stepeni vise od prosecne
temperature klju¢anja uzorka. U tom slu¢aju, vreme eluiranja se kre¢e od 2
do 30 min. Kada se bira radna temperatura, potrebno je napraviti balans, jer
se sa njenim povecanjem skra¢uje vreme eluiranja, ali lose utiCe na
rezoluciju. Za razdvajanje komponenata vrlo razlicitih tacki kljucanja,
koristi se temperaturno programiranje, koje omogucava konstantne, ili
periodi¢ne promene temperature tokom hromatografskog razdvajanja.
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2.4.3.1. Stacionarna faza

Dimetilsiloksani i 5% fenil/95% dimetilsiloksani su pogodne faze jer imaju
rasprostranjenu primenu. Ove relativno nepolarne faze imaju tendenciju za
razdvajanje jedinjenja prema njihovoj tacki kljucanja. Medutim, da bi se
razdvojila jedinjenja koja imaju sli¢ne tacke kljucanja, a razli¢itu polarnost,
cesto su neophodne selektivnije faze. Da bi se odabrala odgovarajuca
stacionarna faza za odredenu primenu, korisnik moze da se informise na
osnovu pregleda literature ili da koristi preporuke proizvodaca kolona za
odredene klase jedinjenja. Na raspolaganju je i softver koji korisniku
pomaze da odabere odgovaraju¢u kolonu i eksperimentalne uslove za
analizu. Strukture odabranih najcesce koris¢enih faza su prikazane na slici
2.15. Stvarno vreme zadrzavanja jedinjenja na odredenoj fazi varira u
zavisnosti od duzine kolone, debljine stacionarne faze, temperaturnih uslova
1 protoka gasa nosaca.

? o,
_Sli_o il —Sli —0— Metil-fenil silikon
CH
© S

(;::H?}B CH3
=Si—0—[-| _g_o- Metil-cij il silik
1 ; etil-cijanopropil silikon
H
O L ],

- Slg —0— Trifluoretil silikon
|

—C=C=0— Polietilen glikol

Slika 2.15. Strukture najcesce koris¢enih GC faza. Prikazane faze su rastuce
polarnosti
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Za svaku stacionarnu fazu tacno je definisana minimalna i
maksimalna temperatura primene. Ispod minimalne temperature viskoznost
faze je izrazena i difuzija analita izmedu stacionarne i mobilne faze je na taj
nacin spreCena. Sa zagrevanjem kolone dolazi do curenja stacionarne faze i
na taj nacin se jedan njen deo gubi. Iznad maksimalne temperature curenje
znacajno skracuje vek trajanja kolone i dovodi do pojave nepozeljnih jona u
masenom spektru. Kolone sa polarnom stacionarnom fazom podloznije su
curenju u odnosu na one sa nepolarnom stacionarnom fazom. Proizvodaci
ulazu velike napore kako bi se pojava curenja stacionarne faze smanjila i
kako bi se produzio vek trajanja kolone, ali je curenje i dalje prisutno na 350
°C u slu¢aju nepolarnih, a u sluc¢aju polarnih stacionarnih faza i na nizim
temperaturama.

Debljina stacionarne faze je vazna promenljiva koja se uzima u
razmatranje. Uopsteno, tanka stacionarna faza (~0,2 pm) je pozeljna za rad
sa masenim spektrometrom zbog slabog curenja. Pogodna je za razdvajanje
jedinjenja sa visokom tackom kljuc¢anja, ali u slucaju jedinjenja sa niskom
tackom klju¢anja neophodna je stacionarna faza vece debljine (~1,0 um) da
bi se obezbedilo dobro razdvajanje.

Nove kolone je potrebno kondicionirati pre upotrebe da bi se
uklonio viSak isparljivih sastojaka koji poti¢u od procesa proizvodnje i da bi
se postigla stabilna bazna linija.

2.4.3.2. Fizicke dimenzije i osobine kolone

Poznato je da se umesto pakovanih kolona sve ceS€e koriste
kapilarne kolone. U tabeli 2.2 uporedene su dimenzije ova dva tipa kolona.
U sluc¢aju kolone sa odgovaraju¢om stacionarnom fazom, promene fizi¢kih
karakteristika mogu znacajno da poboljsaju GC razdvajanje. Veoma vazna
karakteristika kolone je broj teorijskih podova, o ¢emu je ve¢ bilo re¢i u
prethodnom poglavlju. Na slici 2.16 uporedeni su hromatogrami dobijeni
kao rezultat injektovanja datog jedinjenja u kolonu sa istom stacionarnom
fazom, ali sa razli¢itim brojem platoa. Efikasnost kolone zavisi od mnogih
faktora ukljucujuci temperaturu kolone, vrstu 1 brzinu kretanja gasa nosaca,
lako¢u kojom molekuli analita difunduju u i iz stacionarne faze, kao i
fizickih osobina kolone.
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Tabela 2.2. Fizicke karakteristike kapilarnih i pakovanih kolona

Vrsta kolone  Pre¢nik  Duzina Opis
(mm) (m)

Kapilarne 0,1-0,53 1060 Otvorena cev omogucava manji
otpor protoku kroz kolonu (kod
duzih kolona potreban je veci
pritisak gasa nosaca) I laksu
raspodelu analita izmedu stacionarne
faze 1 gasa nosaca

Pakovane 2-4 1-3 Zahteva visok pritisak zbog
pakovanja kako bi gas nosac
prolazio kroz kolonu

/\

b)

Slika 2.16. Hromatogrami dobijeni kao rezultat injektovanja jedinjenja u
kolonu sa a) 152 i b) 6167 platoa

Promene fizickih parametara kolone imaju svoje prednosti i mane.
Smanjenjem precnika i debljine stacionarne faze smanjuje se kapacitet
kolone, a takode smanjenje debljine stacionarne faze kolone moze dovesti
do veée dostupnosti aktivnih mesta. Cesto se problemi sa kolonama
manifestuju kroz prednji i zadnji rep pika, o ¢emu je bilo reci u prethodnom
poglavlju.

Kao $to je receno, kolona moze biti izuzetno efikasna za razdvajanje
jedinjenja sa slicnim tackama klju¢anja, ali razli¢itim polarnostima, zbog
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Cega je potrebno razmotriti selektivnost kolone. Kapilarne kolone imaju
izuzetno visoku efikasnost pa selektivnost nije toliko bitna, kao Sto je to
slucaj kod pakovanih kolona. Ipak, da bi se sli¢na jedinjenja razdvojila,
selektivnost kolone mora biti zadovoljavaju¢a. U slu¢aju GC-MS,
razdvajanje nije toliko vazno ako koeluirajuca jedinjenja imaju razlicite
masene spektre.

2.4.3.3.  Odabir temperature kolone

Nakon odabira kolone najvazniji korak u optimizaciji GC razdvajanja je
podesavanje temperature peénice u kojoj se nalazi kolona. Postoji vise
mogucénosti izvodenja analize (slika 2.17): a) pri konstantnoj temperaturi
(izotermalni rezim), b) uz temperaturno programiranje (gradijentni rezim)
pri konstantnoj brzini i c) gradijentni rezim pri razliitim brzinama u
razliCitim  vremenima tokom analize (viSestepeno temperaturno
programiranje). Na kraju, temperatura se moze odrzavati konstantnom za
razliCite vremenske intervale — na pocetku, u sredini i na kraju analize.
Uopsteno, izotermalni rezim se primenjuje kada je u uzorku prisutno
nekoliko jedinjenja sa slicnim tackama klju¢anja 1 polarnostima. Kada
uzorak sadrzi veéi broj jedinjenja Sirokog raspona tacki kljucanja,
temperaturno programiranje je neophodno za razdvajanje komponenata
smese.
Prednosti temperaturnog programiranja u odnosu na izotermalni
rezim su:
e Znatno krace vreme trajanja analize,
e Podjednako dobro razdvajanje komponenata sa niskim i visokim
taCkama kljucanja,
e Ujednacena Sirina pikova 1
e Minimalno zaostajanje komponenata sa visokim tackama kljucanja
na koloni.
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Slika 2.17. Gasni hromatogrami dobijeni razdvajanjem smese n-alkana (Co—
Cy7) a) izotermalnim rezimom i b) uz temperaturno programiranje

Pocetna temperatura zavisi od temperature pri kojoj se prvo
jedinjenje eluira, rastvaraa u kome se analit rastvara i nacina injektovanja.
Vec¢ je spomenuto da tacka kljucanja rastvaraca treba da bude za oko 20 °C
niza u odnosu na tacku kljucanja prvog analita, a poCetna temperatura treba
da bude za 10-15 °C niZa u odnosu na tacku klju¢anja rastvaraca. Navedeni
uslovi su vazni zbog oblika pocetnih pikova koji moraju biti dobro
razdvojeni od pika rastvaraca. Da bi se skratilo vreme trajanja analize,
poZeljno je odabrati rastvara¢ sa tackom kljuc¢anja koja nije mnogo niza od
tacke kljucanja prvog analita. U sluc¢aju split injektovanja gde samo mala
koliCina rastvaraca dospeva U kolonu, pocetna temperatura kolone treba da
bude nesto niza od temperature pri kojoj se prvo jedinjenje eluira.
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Brzina temperaturnog programiranja i viSestepeno temperaturno
programiranje je najc¢esée u opsegu 4—20 °C/min i zavisi od broja analita u
uzorku i od toga koliko su im bliska vremena eluiranja. Kod visestepenog
temperaturnog programiranja trebalo bi primeniti malu brzinu za
razdvajanje jedinjenja sa sliénim temperaturama klju¢anja. U tom slucaju
brzina temperaturnog programiranja bi trebalo da raste samo kada se
oc¢ekuje eluiranje jedinjenja razlicitih tacki kljucanja.

Kada se sva jedinjenja od interesa eluiraju tada bi trebalo povecati
brzinu na oko 50 °C/min kako bi iz sistema izasla i jedinjenja sa visokim
taCkama kljucanja.

Krajnja temperatura. Ukoliko se sva jedinjenja eluiraju pri
temperaturi koja je u velikoj meri ispod temperaturnog limita kolone i
ukoliko u uzorku ili u koloni nisu prisutne necisto¢e sa visokim tackama
klju¢anja, krajnja temperatura moze bita ta pri kojoj poslednji analit napusta
kolonu.

2.4.4. Detektori

Velika prednost GC analize se ogleda u dostupnosti razlic¢itih detektora.
Nekoliko najées¢e koriSéenih detektora je opisano u narednim
potpoglavljima, a njihove osobine su prikazane u tabeli 2.3. Ovi detektori su
dizajnirani za rad pri velikim protocima gasa u odnosu na protoke koji se
primenjuju u kapilarnim kolonama 1 obi¢no zahtevaju dodavanje
maskirajuceg gasa helijuma ili azota.

Tabela 2.3. Osobine odabranih gasno-hromatografskih detektora

Tip Granica Opseg Osobine

detekcije linearnosti

(9/L)
Detektor termicke 10°-10° 10°-10*  Univerzalan, merenje
provodljivosti promene termicke

provodljivosti

Plameno-jonizacioni 10 " 10°-10"  Selektivan za sagorljiva
detektor organska jedinjenja
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Nastavak tabele 2.3

Detektor na bazi 10" 10%-10®°  Selektivan za jedinjenja

zahvata elektrona koja sadrze atome sa
velikim afinitetom
prema elektronima

Plameno- 10" 10? Selektivan za jedinjenja
fotometrijski detektor koja sadrze S 1P
Azot-fosforni 10°*-107" 10°-10"  Selektivan za jedinjenja
detektor koja sadrze N i P
Fotojonizacioni 10%-107" 10° Selektivan za

detektor (eng. aromati¢na jedinjenja

Photoionization
Detector, PID)

Maseno- 10712 * Univerzalan
spektrometrijski
detektor

*Varira u zavisnosti od tipa masenog spektrometra kao i vrste jedinjenja koja se
analiziraju.

2.4.4.1.  Detektor termicke provodljivosti

Za razliku od drugih detektora detektor termicke provodljivosti (eng.
Thermal Conductivity Detector, TCD) je univerzalan detektor pomocu koga
se mogu detektovati sva jedinjenja koja izlaze iz GC kolone. Koristi se
CeSc¢e za detekciju permanentnih gasova nego za organska jedinjenja. Na
slici 2.18 je prikazan tipi¢an TCD koji sadrzi ¢eliju sa dva kanala, za protok
gasa nosaca i komponenata uzorka. Eluat iz analiticke kolone protic¢e kroz
jedan kanal, dok drugi kanal sluzi kao referentni i povezan je sa izvorom
Cistog gasa nosaca. Unutar Celije je Wheatston-ov (Vitstonov) most sa Cetiri
filamenta. 1z kolone gas nosac¢ sa komponentama uzorka prolazi kroz dva
filamenta, dok Cist gas nosac prolazi kroz druga dva filamenta. Kada Cist
gas nosac prolazi kroz oba kanala detektora, tada nema signala. U slucaju
prolaska jedinjenja razlic¢itih termickih provodljivosti, nastaje signal koji je
proporcionalan razlici u termickoj provodljivosti izmedu gasa nosaca i
smeSe gasa nosaca i date komponente. Granica detekcije analita odgovara

62



razlici u termickoj provodljivosti izmedu analita i gasa nosaca. Helijum se
uglavnom koristi kao gas nosa¢ s obzirom na to da ima vecu vrednost
termicke provodljivosti u odnosu na veéinu analita.

Peénica —_—

——— i

Kolona Izlazni otvor za uzorak

=]

(Gas nosac

Izlazni otvor za gas nosaé

Slika 2.18. Sema detektora termicke provodljivosti

TCD je nedestruktivan detektor i ima malu osetljivost, pa se u
slu¢aju veoma niskih koncentracija komponente iz uzorka mogu odredivati
pomocu drugog detektora. Tako na primer, vodonik, kiseonik i azot iz
uzorka mogu da se detektuju pomo¢u TCD, a gasoviti sumpor ili organska
jedinjenja mogu pro¢i kroz TCD i nakon toga se detektovati pomocéu
plameno-fotometrijskog ili plameno-jonizacionog detektora.

2.4.4.2.  Plameno-jonizacioni detektor

Plameno-jonizacioni detektor (eng. Flame lonization Detector, FID) se
ubraja u red najces¢e koriS¢enih detektora u GC 1 sluzi za odredivanje
jedinjenja sa ugljovodoni¢énim vezama. Zahteva upotrebu vodonika i
vazduha u odnosu 1:10. Gasovi se meSaju i gore iznad plamenika (slika
2.19). Nastaje voda pa se lako moze proveriti da li plamen svetli drzanjem
predmeta sa glatkom povrSinom nad detektorom i posmatranjem
kondenzacije vodene pare na njegovoj povrsini. Negativni polarizacioni
napon se primenjuje izmedu vrha plamena i kolektorske elektrode. Dok se
analiti eluiraju iz kolone prolaze kroz plamen i sagorevaju dajuc¢i jone.
Elektroni nastali u plamenu uzrokuju proticanje struje u prostoru izmedu
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vrha plamena i elektrode. Pojacavanjem ovog strujnog toka nastaje signal.
FID imaju Sirok raspon linearnosti (~107).

Kolektorskaelektroda — —‘ ~ |
N B — Sonda za signal
I ' |
] /!’ | .
Sat | Sonda za paljenje
’—L‘ Vrh plamenika
— | J—|
H; i maskirajuci gasovi \
Vazduh E-I
Kolona

Slika 2.19. Sema plameno-jonizacionog detektora
2.4.4.3. Detektor na bazi zahvata elektrona

Detektor na bazi zahvata elektrona (eng. Electron Capture Detector, ECD,
slika 2.20) ima nisku granicu detekcije za supstance koje imaju sposobnost
da hvataju elektrone (elektrofilni analiti), a istovremeno daje snazan
odgovor za halogenovana jedinjenja, kao i za mnoge druge molekule kao
Sto su N,O, nitro-organska jedinjenja, diketoni i diacetali.

ECD sadrzi radioaktivnu foliju, obi¢no ®Ni, koja je emiter S-estica
I koristi se za jonizaciju azota ili argon/metan gasa nosaca. Elektroni nastali
jonizacijom migriraju do anode i stvaraju stalnu struju. Ako GC eluat sadrzi
jedinjenje koje hvata elektrone, struja se smanjuje jer se negativni joni kre¢u
sporije od elektrona. Izmereni signal predstavlja gubitak elektricne struje.
Za mnoga jedinjenja poput visehalogenovanih organskih molekula, ECD
ima nizu granicu detekcije od bilo kog drugog GC detektora, ukljucujuci
maseni spektrometar.

Nedostaci ECD se odnose na relativno uzan opseg linearnosti (10°-
10% i na odgovor koji u velikoj meri zavisi od broja i tipa elektronskih
funkcionalnih grupa u molekulu. To znaci da CCl, daje mnogo jac¢i odgovor
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nego CH3Cl. U slucaju halogena, odgovor se povecava sa povecanjem
atomske mase; jod daje najjaci odgovor, a fluor najslabiji.

Celija é .
Kolektorska elektroda - ? J
(TT)

8N folija

Sonda za ukljuéivanje éelije

Sonda za signal
Keramicki izolatori

Maskirajuéi gas N, —-’—[

Kolona

Slika 2.20. Sema detektora na bazi zahvata elektrona
2.4.4.4.  Plameno-fotometrijski detektor

Plameno-fotometrijski detektor (eng. Flame Photometric Detector, FPD) se
prvenstveno Kkoristi za detekciju isparljivih organskih i neorganskih
molekula koji sadrze sumpor i fosfor. Sa FPD, kao i pomoc¢u FID, GC eluat
koji sadrzi analit sagoreva u plamenu vodonik/vazduh pri ¢emu nastaju
hemiluminiscentni proizvodi. Korisé¢enjem optickih filtera za odabir talasnih
duzina specificnih za element od interesa i fotomultiplikatora, jedinjenja
koja sadrze sumpor ili fosfor mogu se selektivno detektovati. Za razliku od
azot-fosfornog detektora, koji detektuje i azot i fosfor, kao i ECD, koji je
osetljiv na vise razli¢itih grupa, FPD je visoko-selektivan i osetljiv je samo
na sumpor ili fosfor, zavisno od toga koji je filter postavljen.

Kada sumporna jedinjenja sagorevaju u plamenu, nastaje pobudeni
molekul sumpora, Sy*, a odgovor je ¢esce drugog reda nego sto je linearan.
Jedinjenja fosfora daju linearni odgovor. U slu¢aju FPD nastaju i sporedni
proizvodi kao posledica emisije ugljovodonika, zbog cega se moraju
koristiti i filteri uskog opsega u cilju eliminacije ove ometaju¢e emisije. Ova
vrsta filtera negativno utic¢e na granicu detekcije.
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2.4.45. Azot-fosforni detektor

Azot-fosforni detektor (eng. Nitrogen Phosphorus Detector, NPD, slika
2.21) je osetljiv za jedinjenja iz uzorka koja sadrze azot i/ili fosfor. Azotna
jedinjenja uglavnom daju dobar odgovor ako je prisutna C—N veza, a
detektor se generalno koristi za detekciju svih organskih jedinjenja koja
sadrze azot, kao i za cijano-vodonik (HCN). Vecina isparljivih organskih i
neorganskih jedinjenja koja sadrze fosfor mogu se detektovati pomocu ovog
detektora.

Keramicki izolator

Kolektor — SIOIld.EL za
J | signal
Kapljice rubidijuma > Sonda za

A kapljice
é ~ Vrh plamenika
H,; i maskirajuéi gasovi =

Vazduh l_—|

Kolona

Slika 2.21. Sema azot-fosfornog detektora

NPD zahteva upotrebu vazduha i vodonika kao pomoénih gasova,
pri ¢emu je odnos vazduha i vodonika priblizno 100:1, dok plamen nije
prisutan. Protok vodonika je obi¢no oko 3-4 mL/min. Gasovi okruzuju
zagrejane kapljice rubidijum-sulfata. Jedinjenja koja sadrze azot i fosfor
poveéavaju struju u plazmi jona rubidijuma. Reakcija sa jedinjenjima
fosfora je sporija nego sa jedinjenjima azota, §to se manifestuje pojavom
razvucenih pikova tih jedinjenja.

Detektor je bio veoma popularan za analize uzoraka koji sadrze
aktivne komponente lekova i pesticida, ali nakon S§to je bazni maseni
spektrometar postao pristupacniji, masena spektrometrija je pocela ¢esce da
se koristi u te svrhe.
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2.4.5. Gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom

Kao $to je pomenuto, kombinacija gasne hromatografije sa masenom
spektrometrijom jedna je od najmocnijih tehnika za identifikaciju organskih
jedinjenja slozenih smesa, iako Se uspesno primenjuje samo na ograni¢en
broj nepolarnih i lako isparljivin organskih jedinjenja. Pri gasno-
hromatografskoj analizi polarnih organskih supstanci potrebno je znatno
vise vremena, zbog koraka derivatizacije koji je neophodan posle
prec¢is¢avanja ekstrakta uzorka. Uloga derivatizacije je da prevede polarna
organska jedinjenja u manje polarne isparljive i termicki stabilnije analite
¢ime se omogucava GC—-MS analiza, odnosno poboljsano razdvajanje,
detekcija 1 kvantifikacija, ali koja je cCesto pracena neadekvatnom
ponovljivoséu. Nedvosmislena identifikacija pomoc¢u GC-MS nije moguca
za veliki broj supstanci, uglavnom zbog toga §to analizirane komponente
nisu isparljive na ulazu u gasni hromatograf. Pored toga, jedinjenja slicne
strukture (npr. cis i trans izomeri) generalno imaju slicne masene spektre
(slican put fragmentacije), Sto takode otezava identifikaciju. Primena
naprednih instrumentalnih tehnika, kao S$to je te¢na hromatografija u
kombinaciji sa masenom spektrometrijom omogucila je prevazilazenje ovih
problema. Tecni hromatograf omogucéava razdvajanje slozene smeSe
jedinjenja sa Sirokim spektrom hemijske polarnosti i razli¢itim molekulskim
masama, a maseni spektrometar njihovu detekciju zbog visoke osetljivosti i
selektivnosti.

Velika osetljivost masenog spektrometra (potrebna koli¢ina uzorka
je reda ~107%0 g), kao 1 moguénost brzog snimanja masenog spektra (manje
od 1 s) omogucavaju direktno povezivanje GC kolone sa masenim
spektrometrom i direktno snimanje masenih spektara svih eluiranih
jedinjenja. Analizom dobijenih spektara dolazi se do struktura komponenata
ispitivane smeSe. Prema tome, kod ove kombinacije uloga gasne
hromatografije se svodi na razdvajanje, a masene spektrometrije na
identifikaciju komponenti.

Veliki problem kod povezivanja ova dva instrumenta je razlika u
pritiscima. Dok je u masenom spektrometru visoki vakuum, na izlazu iz GC
kolone pritisak je neSto iznad atmosferskog. Da bi se ova razlika
kompenzovala (za kolone veceg preénika, 530-750 um), a istovremeno
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povecala koncentracija jedinjenja koja dospevaju u jonski izvor masenog
spektrometra, GC kolone se povezuju sa jonskim izvorom preko separatora.
Zadatak separatora je selektivno uklanjanje malih molekula gasa nosaca iz
eluata i propustanje znatno vecih organskih molekula u jonski izvor. Dva
uredaja koja se danas koriste su open split interfejs i molekulski separator
(eng. jet separator).

Open split interfejs prikazan na slici 2.22 obezbeduje adekvatnu
vezu izmedu GC kolone i masenog spektrometra. Protok u jonizacionom
izvoru zavisi od dimenzija kapilarne kolone. Funkcija ovog uredaja zavisi
od maskirajuéeg gasa (najcesc¢e helijuma) koji ulazi na mestu blizu kraja
kolone ukoliko je protok eluata manji od 1 mL/min. Celokupan sadrzaj ili
samo deo eluata iz kolone ulazi u jonizacioni izvor, u zavisnosti od protoka
sadrzaja iz kolone, kao 1 maskirajuceg gasa. Open split interfejs omogucéava
da sa poveéanjem protoka maskiraju¢eg gasa skoro celokupan sadrzaj gasa
nosaca i analiziranih komponenti dospe u jonizacioni izvor. Kod open split
interfejsa kraj kolone je povezan sa kapilarom (reduktorom) kroz koju
prolazi maskiraju¢i gas (obi¢no vodonik ili helijum). Kraj kolone je
postavljen u liniji sa reduktorom koji ulazi u jonizacioni izvor, $to
omogucava da iz kolone u jonizacioni izvor dospe fiksna koli¢ina eluata.
Reduktor obezbeduje potreban protok od 1 mL/min na ulazu u jonizacioni
izvor. Sto je pre¢nik kolone veci u odnosu na reduktor, to je gubitak analita
koji dospeva u jonizacioni izvor veéi (visak izlazi napolje), Sto nepovoljno
utice na granicu detekcije. Najpogodnije je da se koristi kolona koja
obezbeduje protok od 1 mL/min.

=
— )

)

UMS

Maskirajuéi Vakuum
gas
Slika 2.22. Prikaz open split interfejsa
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Najpopularniji uredaj koji se koristi u slucaju pakovanih kolona je
molekulski separator, koji se i dalje koristi u modernoj instrumentaciji sa
kapilarnim kolonama. Rad ovog separatora zasnovan je na principu difuzije.
Kao sto je prikazano na slici 2.23, eluat dolazi iz GC, Siri se kroz rasprsivac
A i usmerava se prema otvoru u zidu susedne komore, na putu ka
jonizacionom izvoru. U procepu izmedu tataka A i B dolazi do Sirenja
gasova. Jedinjenja koja imaju veliku mo¢ difuzije (malih molekulskih masa)
difunduju pod pravim uglom. Stoga, ako se smesa organskih molekula od
~400 Da u helijumu koji ima masu od 4 Da, propusti kroz rasprsivaé¢ A,
helijum ima veéu tendenciju da pod pravim uglom difunduje u komoru B u
odnosu na molekule analita. To znaéi da veci broj organskih molekula mase
400 Da ostaje u snopu koji dospeva u jonizacioni izvor, u poredenju sa
atomima helijuma, $to znaci da vecina gasa nosaca difunduje u komoru B i
uklanja se pomocu vakuum pumpe.

Vazan nedostatak molekulskog separatora je taj Sto zahteva protok
od ~20 mL/min. Najsire kapilarne kolone (preénika 720 um) imaju
optimalnu vrednost protoka manju od 15 mL/min, $to znaci da je za
pravilno funkcionisanje ovog uredaja na izlazu iz GC kolone potrebno
dodati maskirajuci gas. To dodatno razblazuje analit u struji gasa koji ide ka
izvoru jona i nepovoljno utice na granicu detekcije, §to ovaj uredaj ne ¢ini
pogodnijim za koriS¢enje u odnosu na prethodno opisani.

Iz GC —”—‘* E (_ Jonizator ;— UMS
B_|

;

Vakuum pumpa

Slika 2.23. Prikaz molekulskog separatora

Kao $to je reCeno, u novije vreme je ovaj problem prevaziden
upotrebom kapilarnih kolona sa maksimalnim protokom od 2 mL/min i
direktnim uvodenjem razdvojenih komponenata smeSe u jonski izvor
masenog spektrometra.
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Masena spektrometrija se zasniva na tome da se analizirani uzorak
prevodi u stanje jonizovanog gasa, ¢ije komponente imaju medusobno
razli¢it odnos mase i naelektrisanja (m/z). Kretanjem naelektrisanih Cestica,
tj. jona u elektricnom ili magnetnom polju polazni snop jona se razlaze
upravo na osnovu razlike m/z. Nastali joni se provode kroz analizator koji
razdvaja jone u prostoru i/ili vremenu. Iz analizatora se joni usmeravaju na
detektor i daju elektri¢ni signal koji se registruje na ra¢unaru. Dakle, pored
snimanja masenih spektara, maseni spektrometar ima i ulogu
gasnohromatografskog detektora. Neprekidnim merenjem ukupne jonske
struje, tj. sume struja svih jona koji postoje u jonskom izvoru za vreme
izvodenja analize dobija se gasni hromatogram (slika 2.24). Maseni spektar
se dobija merenjem struja koje potiCu od jona razdvojenih prema m/z
vrednostima. Predstavlja se kao zavisnost jonske struje od m/z vrednosti
(slika 2.24). Uobicajeno je da se intenzitet jonske struje u masenom spektru
izrazavaju (u %) u odnosu na intenzitet osnovnog jona koji iznosi 100%.
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Slika 2.24. Prikaz hromatograma i masenog spektra
GC-MS uredaji su povezani sa racunarom, §to U velikoj meri
povecéava mogucnosti ove tehnike. Kompjuterski se moze obavljati niz

operacija, od kojih su najvaznije:

e Neprekidna kontrola rada celog uredaja,
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e Neprekidno automatsko snimanje masenih spektara za vreme
hromatografske analize,

e Prikupljanje, obrada i skladiStenje svih GC—MS podataka,

e QOdredivanje bruto formula jona na osnovu precizno izmerenih masa
i

e Identifikacija jedinjenja poredenjem njihovih masenih spektara sa
spektrima poznatih jedinjenja iz baza.

Veliki znacaj povezivanja GC-MS sistema sa ra¢unarom se ogleda u
tome S§to se snimljeni spektri mogu odmah uporedivati sa spektrima
poznatih jedinjenja iz baze racunara. Ako se radi o jedinjenju ¢iji spektar ne
postoji u bazi, onda je cesto moguce, na osnovu sli¢nosti sa spektrom nekog
poznatog jedinjenja pretpostaviti kom strukturnom tipu ono pripada.

Primena racunara omogucava uklanjanje jednog od problema koji se
Cesto javlja u slucaju GC-MS analize, a to je eluiranje te¢ne faze sa kolone i
to posebno na viSim temperaturama. Zbog toga se u masenim spektrima
hromatografski razdvojenih jedinjenja ¢esto javljaju maksimumi koji poticu
od teéne faze, a Koris¢enjem softvera moguce je njihovo naknadno
uklanjanje.

Da bi jedinjenje bilo analizirano u masenom spektrometru mora biti
naelektrisano. Medutim, vec¢ina organskih molekula je neutralna pa ih je
potrebno jonizovati u izvoru. Osnovni deo masenog spektrometra je
jonizacioni izvor (jonizator) koji obezbeduje naelektrisane Cestice, tj. jone,
ubrzava ih i1 Salje u naredni deo, analizator, koji vrsi selekciju, tj.
razdvajanje jona u zavisnosti od njihovog odnosa m/z, o ¢emu je veé bilo
re¢i. Razdvojeni joni se detektuju pomocu detektora i signal se belezi u bazi
podataka radi dalje analize.

Vazan deo masenog spektrometra je sistem za odrzavanje niskog
pritiska 102-10" Pa, tj. sistem za visoki vakuum. Visoki vakuum
obezbeduje minimalnu verovatno¢u molekulske reakcije jona, tj.
omogucava jonima da sa jednog kraja instrumenta dospeju na drugi, a da
tom prilikom ne dode do njihovog sudara sa drugim molekulima i do
njihove neutralizacije ili reakcije fragmentacije.
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Osnovne funkcije masenog spektrometra su, kao $to je pomenuto:
jonizacija reprezentativnog dela molekula iz uzorka, razdvajanje jona prema
njihovoj masi, odnosno prema m/z i merenje relativne zastupljenosti (prinos
jona u % na odredenoj masi, tj. na m/z). Put jona kroz maseni spektrometar
je prikazan na slici 2.25.

: XE
Zagrevanje do Najlaksi joni
isparavanja uzorka Snop
. S.nop elektrona , ojektrisanih estica
jonizovanog uzorka

Najtez joni

Injektovanje 2
uzorka . bd | |
Elektronski

izvor

Magnetno polje za razdvajanje
. ) Cestica na osnovu m/z
Cestice ubrzane u

; Magnet
magnetnom polju

Slika 2.25. Put jona u masenom spektrometru

Proces jonizacije u jonizatoru (slika 2.26) podrazumeva dovodenje
energije molekulu, pri ¢emu se izbacuje jedan ili vise elektrona. Elektroni
koji se Koriste za jonizaciju nastaju propustanjem struje kroz filament od
volframa, koji se satoji od katodne na jednoj i anodne ploc¢e na drugoj strani.
Jonizacija se odvija pri energiji elektrona od 50 do 70 eV. Koli¢ina
propustene struje utice na broj elektrona emitovanih sa filamenata.
Elektricno polje ubrzava elektrone dok prolaze kroz jonizator, usmerava ih 1
povecava im energiju. Normalno na elektri¢no polje, deluje permanentni
magnet. Rezultanta dejstva dva polja uzrokuje helikoidno Kkretanje
elektrona. Kada molekuli analita produ kroz ovakav elektronski snop,
prelaze u jone, pri cemu moze do¢i i do fragmentacije molekula na dva ili
vec¢i broj fragmenata. Fragmentacija je pozeljna jer pojava fragmenata u
spektru ukazuje na to od kojih je komponenata sastavljen ispitivani molekul.
Desifrovanjem pojedinih fragmenata moze se dobiti struktura molekula.
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Najcesce se molekul fragmentise na razlicite nacine dok jedan deo ostane
ceo 1 u spektru daje signal s najve¢com vrednoséu mase. Dakle, strukturne
informacije mogu se dobiti preko specifi¢cnih fragmentacionih reakcija, tj.
modom za pracenje izabranog fragmenta (eng. Selected Reaction
Monitoring, SRM) ili modom za praéenje viSestruke fragmentacije (eng.
Multiple Reaction Monitoring, MRM). Snaga masene spektrometrije lezi u
Cinjenici da su maseni spektri razli¢itih jedinjenja dovoljno specifi¢ni da
omogucavaju njihovu identifikaciju sa velikim stepenom poverenja, veoma
¢esto 1 sa potpunom sigurnoscu.

U slucaju GC-MS, gasoviti eluat se jonizuje u jonizatoru u momentu
kada dospeva u maseni spektrometar iz GC kolone. Vazno je napomenuti da
eluat sadrzi mobilnu fazu (obi¢no molekuli vodonika ili atomi helijuma),
molekule analita, isparljive komponente matriksa koje se eluiraju sa
analitom i molekule koji nastaju curenjem stacionarne faze (obi¢no cikli¢ni
siloksani). U slucaju odredenih tehnika jonizacije, joni koji predstavljaju
osnovni molekul imaju dovoljno energije da podlezu fragmentaciji na jone
manje mase. U GC-MS, vecina nastalih jona ima jednostruko
naelektrisanje. Samo joni aromaticnih  ugljovodonika podvrgnuti
elektronskoj jonizaciji formiraju jone sa dvostrukim naelektrisanjem; ovi
joni su manjeg intenziteta u poredenju sa jonima iste mase, ali jednostrukog
naelektrisanja. Kao $to je re¢eno, maseni spektrometar razdvaja jone prema
odnosima njihovih m/z; prema tome, s obzirom da gotovo svi joni imaju

jednostruko naelektrisanje, m/z vrednost jona smatra se masom jona.
v
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Slika 2.26. Sema elektronskog jonizatora

73



Nakon inicijalnog nastanka jona koji predstavljaju osnovni molekul i
njegove naknadno nastale fragmente, oni se ubrzavaju elektricnim poljem
napona od 2000 do 10000 V i kre¢u iz jonskog izvora u analizator. U
GC-MS sistemu se primenjuje EI, hemijska jonizacija (eng. Chemical
lonization, CI), negativna jonizacija na bazi zahvata elektrona (eng.
Electron Capture Negative lonization, ECNI), jonizacija polja (eng. Field
lonization, FI) i u mnogo manjem obimu hemijska jonizacija pri
atmosferskom pritisku (eng. Atmospheric Pressure Chemical lonization,
APCI). Koris¢enjem EI i FI nastaju molekulski radikal-joni pozitivnog
naelektrisanja (M™), dok primenom ECNI nastaju molekulski radikal-joni
negativnog naelektrisanja (M ). To su joni koji imaju isti elementarni sastav
kao molekul iz koga su nastali, ali imaju jedan elektron vise ili manje U
odnosu na prvobitni molekul. Pomo¢u CI i APCI nastaju protonovani
molekuli (MH"), deprotonovani joni ([M—H]") ili aduktni joni ((M + C,Hs]"
ili [M + CI]"). Svi ovi joni imaju razli¢it elementarni sastav i razli¢ite mase
u odnosu na masu polaznog molekula.

Primenom CI, ECNI, FI i APCI tokom procesa jonizacije molekulu
se predaje mala koli¢ina energije i zbog toga se nazivaju tehnikama meke
jonizacije.

Izbijanjem valentnih elektrona iz molekula analita, EI dovodi do
nastanka molekulskih jona velike energije sa, kao S$to je pomenuto,
pozitivnim naelektrisanjem (M™). Dok elektron prolazi pored molekula,
usled njegovog naelektrisanja narusava se elektronski oblak oko molekula,
elektron predaje kineti¢ku energiju oblaku, a ukoliko je predata energija
dovoljna, molekul odbacuje valentni elektron i formira se katjon. Znacajan
broj ovih molekulskih jona podleze fragmentaciji, u zavisnosti od strukture.
Razli¢iti molekulski joni mogu da proizvode fragmentne jone sa razlicitim
vrednostima m/z i razli¢itim elementarnim sastavima. Nastajanje i naknadno
detektovanje fragmentnih jona dovodi do pojave Kkarakteristicnog El
masenog spektra, koji se ponekad naziva ,,El otisak prsta” i karakteristican
je za dato jedinjenje. Molekulski joni nastali primenom EI ponekad imaju
toliko veliku energiju da se na njihovim masenim spektrima ne uocavaju
M™ pikovi. Zbog toga se tehnike meke jonizacije i EI mogu smatrati
komplementarnim, jer se pomoc¢u tehnika meke jonizacije obi¢no dobijaju
molekulske mase analita. Fragmenti proizvedeni pomoc¢u EI su ono sto je
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neophodno za utvrdivanje strukture polaznog molekula, dok meke tehnike
jonizacije imaju ograni¢enu primenu u odredivanju identiteta analita zbog
nedostatka nastanka fragmentnih jona.

Cl je druga po vaznosti tehnika jonizacije koja se u velikoj meri
koristi u GC-MS. U sluc¢aju CI gas reagens, koji ucestvuje u procesu
jonizacije jedinjenja koja su od interesa, se jonizuje elektronskim snopom
koji nastaje ubrzavanjem elektrona iz filamenta, kao sto je slucaj i kod EI.
Medutim, potencijal koji se koristi za ubrzanje elektrona u slucaju Cl je
mnogo veci (~200 V), ¢ime se obezbeduje da elektroni prolaze kroz gusti
oblak reagens gasa. Tipicni reagens gasovi koji se koriste u ClI su amonijak,
metan i izobuten. Za razliku od El gde se jedinjenja koja su od interesa
direktno jonizuju slobodnim elektronima, kod CI se reagens gasovi koriste u
procesu jonizacije. Broj molekula u sastavu reagens gasa je daleko veci
nego sto je to slucaj sa jedinjenjima koja se odreduju. U pocetku Se reagens
gas jonizuje i nakon toga jonizuje jedinjenja koja su od interesa. Ovaj
prenos jonizacije u velikoj meri smanjuje energiju koju apsorbuju jedinjenja
koja su od interesa. Zbog ovog manjeg energetskog uticaja, Cl se smatra
mekom jonizacijom, jer veoma cCesto ne dolazi do fragmentacije jona
polaznog molekula.

ECNI je najmanje koris¢ena u odnosu na prethodne dve tehnike
jonizacije u GC-MS analizi. Jonizacija se deSava kada elektrofilni analit
,hvata” toplotno-energetski elektron (0,1 do ~10 eV), pri ¢emu nastaje
molekulski jon negativnog naelektrisanja (M™).

FI tehnika je konkurentna CI, jer takode rezultira nastajanjem malog
broja jona koji predstavljaju polazni molekul. U sluc¢aju FI se jonizacija
molekula analita u gasovitoj fazi odvija u elektri¢nom polju (10'~10° V/mL)
koje se odrzava izmedu ivica dve elektrode.

Tehniku APCI treba smatrati odrzivom alternativnom tehnikom
meke jonizacije. U ovom slucaju jonizacija se odvija izvan vakuuma
masenog spektrometra i zato je vek trajanja jonske optike smestene
neposredno pre analizatora duzi.

Masena spektrometrija postala je popularna tehnika, jer su MS
analizatori vrlo osetljivi i imaju rasprostranjenu primenu u ,,otkrivanju”
jedinjenja koja su prisutna u vrlo niskim koncentracijama u slozenim
matriksima. Ovi analizatori su visoko selektivni pri identifikaciji analita, $to
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je zasnovano na molekulskoj masi jedinjenja. Selektivnost masenog
analizatora zavisi od rezolucije, opsega molekulskih masa i brzine snimanja
spektra. Odabir instrumenta zavisi od zahtevnosti analize, a izvodi se na
osnovu navedenih karakteristika. Rezolucija ili mo¢ razdvajanja, R, definiSe
se kao najmanja razlika masa, koje se jo§ uvek mogu razdvojiti. Prakti¢no
se izracunava na osnovu dimenzija snimljenog pika prema jednacini 2.2:

X m
R=——— 2.2
b, Am (2.2)

gde je m — nominalna masa merenog pika, Am —razlika masa izmedu dva
pika, X — rastojanje izmedu maksimuma pikova, by, — Sirina pika na
polovini visine.

U masenom analizatoru, delovanjem magnetnog i/ili elektricnog
polja joni ispitivanih analita razdvajaju se prema odnosu m/z. Postoji veliki
broj komercijalno dostupnih masenih analizatora, a u slu¢aju GC-MS se
najcesc¢e koriste kvadrupolni maseni filter (eng. Quadrupole Mass Filter,
QMF) i kvadrupolni analizator na principu jonske zamke (eng. Quadrupole
lon Trap, QIT), kao i TOF analizator. Maseni analizatori su razliiti po
konfiguraciji 1 dizajnu, opsegu masa koje detektuju, rezoluciji, tacnosti
merenja mase 1 stoga se koriste u razli¢ite analiticke svrhe.

Kvadrupolni maseni analizator se koristi od 50-ih godina XX veka.
Danas je najcesc¢e korisc¢en, a naziva se ,,maseni filter” jer propusta samo
jone istog odnosa m/z. NajceS¢e se koristi kvadrupolni analizator zbog
pogodnih dimenzija, velike brzine snimanja spektra, visoke efikasnosti
transmisije (broj jona koji stigne do detektora), umerenog vakuuma (p ~10~*
mbar) i niske cene, iako spada u analizatore niske rezolucije.

Kvadrupolni analizator (slika 2.27) se sastoji od cetiri medusobno
paralelne elektrode, kojima se saopStava osnovni potencijal definisan
izrazom 2.3:
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+P=U+Vcos wt (2.3)

gde su @ — osnovni potencijal, U — jednosmerni potencijal, V — amplituda
naizmeni¢nog potencijala, @ — frekvencija naizmeni¢nog potencijala i t —
vreme.

Osnovni potencijal dve susedne elektrode je istog intenziteta, ali
razli¢itog naelektrisanja. Dok prolaze kroz analizator, joni se filtriraju na
osnovu m/z vrednosti, tako da samo pojedini bivaju propusteni, jer imaju
stabilnu putanju (kre¢u se stoje¢im trodimenzionalnim talasima), dok ostali
bivaju razelektrisani na elektrodama.

Elektroda Detektor

Izlaznirazrez

Joni Rezonantni joni

(detektovani)

iz iarres Nerezonantni joni
(nedetektovani)

Slika 2.27. Sema kvadrupolnog analizatora

Snimanje masenog spektra izvodi se promenom jednosmerne i
naizmeni¢ne komponente napona, pri ¢emu je njihov odnos konstantan.
Radio frekventni potencijal odbija, ili prenosi jone na osnovu m/z vrednosti,
fokusiraju¢i ih naizmeni¢no u razli¢itim ravnima. Za vreme prve polovine
radiofrekventnog ciklusa, gornja i donja elektroda su pozitivno, a leva i
desna negativno naelektrisane. Ovakav raspored naelektrisanja potiskuje
pozitivne jone u horizontalnu ravan. U drugoj polovini ciklusa
polarizovanost je obrnuta, pa se joni fokusiraju u vertikalnoj ravni.
Elektricno polje kvadrupolnog analizatora nastavlja da se menja na isti
nacin pa nastaje trodimenzionalni talas kretanja jona. Da bi stigli na
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kolektor, amplituda duz dve ose treba da bude takva, da onemoguci
privlacenje jona od strane elektrode. Odabirom odgovarajuée radio
frekvencije i potencijala, analizator ¢e propustati jone veceg m/z odnosa do
detektora, a joni manjeg m/z odnosa bivaju privuéeni ka elektrodama.

Jednosmerni napon takode ima uticaja na kretanje jona. Uticaj je
veéi na ,teze” jone, jer se sporije refokusiraju pod dejstvom radio
frekventnog polja, nego ,.laki” joni. Zbog toga se oni polako usmeravaju
dalje od centra kvadrupola, a pri kraju analizatora privlace ih elektrode.

Analizator na principu jonske zamke je uredaj u kojem dolazi do
zarobljavanja jona delovanjem elektromagnetnog polja. IT sadrzi prstenastu
elektrodu i dve konveksne elektrode (slika 2.28), izmedu kojih se
uspostavlja trodimenzionalno elektromagnetno polje u kome joni u sirokom
opsegu m/z vrednosti prate stabilnu, kompleksnu putanju, odnosno
zarobljeni su. U ovom analizatoru svi eksperimenti izvode se na istom
mestu, ali u razlicito vreme. Analizator na bazi jonske zamke ima nisku
rezoluciju (jedini¢cnu) i postoji mogucnost nastajanja nezeljenih jon-
molekulskih reakcija unutar analizatora. U cilju smanjenja pojave jon-
molekulskih reakcija neophodno je uvodenje helijuma radi smanjenja
kineticke energije jona i njihovog fokusiranja u centar zamke, sto
istovremeno obezbeduje maksimalnu rezoluciju i osetljivost. Glavne
prednosti ovog masenog analizatora su §to je jednostavan za rukovanje i
odrzavanje, a pored toga moze biti povezan sa drugim analizatorima, kao
sto je kvadrupol.

Konveksne elektrode

Prstenasta elektroda

Stabilna putanja jonau trapu

Slika 2.28. Sema analizatora na principu jonske zamke
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Analizator sa vremenom preleta spada u red najjednostavnijih, brzih
analizatora, ali ima slabiju mo¢ razdvajanja. Prednosti TOF su neogranicen
opseg m/z, niska granica detekcije i velika brzina skeniranja. Princip rada
zasniva se na razdvajanju jona na osnovu vremena potrebnog da razliciti
joni predu poznato rastojanje do detektora, nakon ubrzanja u elektricnom
polju (slika 2.29). Na pocetku procesa svi joni imaju istu energiju i njihove
brzine su proporcionalne odnosu m/z. U izvoru TOF instrumenta svi joni
nastaju istovremeno brzom eksplozijom sa filamenta. Ova metoda se zove
pulsna jonizacija. Zatim se joni ubrzavaju izvan jonskog izvora koris¢enjem
elektricnog potencijala od 2-2,5 kV. Kroz cev preleta (bez prisustva
elektricnog polja) duzine oko 100 cm putuju joni i sva energija se u toku
kretanja pretvara u Kineticku energiju. Joni vece mase putuju sporije.
Maseni spektar se dobija akumulacijom izlaznog signala sa detektora u
funkciji vremena, a zatim se ta vrednost konvertuje u m/z vrednost. Joni koji
se razlikuju po vremenu preleta za najmanje 1 ns mogu se detektovati. Kada
se najsporiji joni detektuju slede¢i set jona se formira i ubrzava elektricnim
poljem izvan izvora ka detektoru. Opseg m/z koji biva podvrgnut analizi
mora se pazljivo birati jer joni sa veéim m/z od zadatog opsega mogu
nastavati da se kre¢u ka detektoru, iako su novi joni formirani i ubrzani.

Linearni detektor
Meta Laser \
\

M e N
|
Refleksni detektor Reﬂéksija

Oblast ubrzanja eleldricnim poljem Oblast skretanja
Slika 2.29. Sema TOF analizatora

Kada se jonske vrste razdvoje u masenom analizatoru potrebno ih je
detektovati. Detekcija se najcesée izvodi elektricnim putem, tako Sto se
meri relativna zastupljenost — TIC. Kada su vrednosti relativnih
zastupljenosti male jaine (10°-10° A), koriste se razni jednosmerni
elektri¢ni pojacivaci, elektron multiplikatori i fotomultiplikatori.
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Princip rada elektron multiplikatora zasniva se na upotrebi vise
uzastopnih ,,Faradejevih Solja” sa rastu¢im potencijalom. Jonski snop iz
masenog analizatora pada na elektrodu multiplikatora i izbija elektrone,
obi¢no jedan do dva elektrona po jonu. Oni bivaju ubrzani na putu ka
sledecoj ,,Faradejevoj $olji” koja ima visi potencijal nego prethodna, pa se
emituje joS veci broj elektrona i tako redom 8 do 20 puta. Na taj nacin
ulazni signal pojac¢ava se od 10 do 12 puta zbog Cega ima visoku osetljivost.
Najveca osetljivost postize se pri naponu od oko 3000 V, ali ovako visok
napon skraéuje vek trajanja detektora.

Kod fotomultiplikatora joni izlaze iz masenog analizatora, prevode
se u fotone i kao takvi detektuju. Ovaj uredaj ima manju osetljivost, ali
znatno duzi vek trajanja.

Maseni spektrometar radi pod visokim vakuumom, a pritisak je reda
velitine 102 do 107 mbar. Ovakve uslove obezbeduju dve pumpe:
mehanicka 1 difuziona, ili turbomolekularna pumpa. Prva smanjuje pritisak
na 10~ mbar, nakon &ega se ukljuduje druga, osnovna pumpa koja postiZe
visi vakuum.

Danas se kvalitativha gasnohromatografska analiza izvodi najcesce
koris¢enjem GC-MS tehnike gde, kao s$to je napomenuto, gasni
hromatograf sluzi da razdvoji komponente smese, a maseni spektrometar da
snimi masene spektre izolovanih komponenti. Poredenjem masenih spektara
izolovanih komponenti sa masenim spektrima ¢istih jedinjenja vrsi se
identifikacija nepoznatih komponenti smese. Svi GC-MS sistemi danas se
isporucuju sa bibliotekom masenih spektara velikog broja jedinjenja u
elektronskom obliku. Osim toga, komercijalno su dostupne biblioteke
masenih spektara u elektronskom obliku, kao i programi za njihovo
koris¢enje, odnosno brzu pretragu i poredenje. U slucaju analize
jednostavnijih smesa i dobrog poklapanja dobijenih masenih spektara sa
literaturnim, maseni spektar je dovoljan za identifikaciju jedinjenja prisutnih
u smesi. Medutim, kod analiza slozenih smesa koje sadrze komponente sa
slicnim retencionim vremenima i gde nije postignuta najbolja rezolucija,
dobijeni maseni spektri mogu biti znacajno razliciti od literaturnih i tada je
neophodno koristiti i retencione parametre za identifikaciju komponenti
smese.
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Kombinacijom podataka o retencionim parametrima i literaturnih

masenih spektara dolazi se do nedvosmislene identifikacije nepoznatog

jedinjenja.
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3.1. UvOD

Kao $to je u uvodnom delu napomenuto pod te¢nom hromatografijom se
podrazumeva svaka hromatografska tehnika u kojoj je pokretna faza
te¢nost. TeCna hromatografija se najcesce izvodi u koloni tzv. kolonska
hromatografija, ali obuhvata i planarnu hromatografiju (tankoslojnu i na
hartiji). Te¢na hromatografija se najcesce koristi od svih tehnika analitickog
razdvajanja. Razlozi popularnosti ove metode su njena osetljivost, tacnost,
jednostavnost automatizacije, pogodnost za odvajanje neisparljivih ili
termicki nestabilnih jedinjenja (a takvih je oko 85% od svih poznatih
jedinjenja), jonskih jedinjenja, kao i jedinjenja na osnovu veli¢ine njihovih
molekula. Ima siroku primenu u analizi analita i uzoraka koji su od znacaja
za razlicite grane industrije, mnoge oblasti nauke i zastitu Zivotne sredine, u
forenzici, klinickim ispitivanjima i dr. Primeri takvih analita ukljucuju
ugljovodonike, masne Kkiseline, amine, proteine, aminokiseline, peptide,
nukleinske kiseline, alkaloide, ugljene hidrate, terpenoide, steroide, metal-
organska jedinjeja, razne neorganske supstance i dr.

Prema mehanizmu razdvajanja (zadrzavanja) analita u tecnoj
hromatografiji razlikujemo pet vrsta:

e Adsorpciona (tecno—c¢vrsta),

e Podeona ili particiona (te¢no—te¢na),
e Jonoizmenjivacka,

e Eksluzionai

e Afinitetna hromatografija.

Na slici 3.1 su prikazani razli¢iti tecno-hromatografski postupci koji
su komplementarni u svojoj primeni. Podela hromatografskog razdvajanja
prvenstveno zavisi od molekulske mase (M), polarnosti i naelektrisanja

polimere — proteine, polinukleotide i polisaharide tradicionalno se
primenjuju ekskluziona hromatografija. Ukoliko se analiziraju molekuli koji
su nerastvorni u vodi primenjuje se gel-propusna hromatografija (eng. Gel-
Permeation Chromatography, GPC), a za one koji su rastvorni u vodi gel-
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filtracija (eng. Gel-Filtration Chromatography, GFC). Medutim, mogu se
primeniti i druge nedenaturiSuce tehnike — jonoizmenjivacka hromatografija
I hromatografija zasnovana na hidrofobnim interakcijama (HILIC). |
konvencionalna reverzno-fazna hromatografija moze do¢i u obzir kod
razdvajanja proteina, mada visok sadrzaj organskih modifikatora u mobilnoj
fazi ¢esto dovodi do denaturacije.

Za jonske vrste sa nizom molekulskom masom veoma cesto se
koristi jonoizmenljivacka hromatografija. Isto tako za analizu jakih Kiselina,
jakih baza i uopste jonskih ili jonizabilnih jedinjenja reverzno-faznom
hromatografijom moze se posti¢i hromatografijom sa gradenjem jonskih
parova (eng. lon-Pair Chromatography, IPC). Male polarne ali nejonske
molekulske vrste kao i ¢lanovi homolognog niza najefikasnije se razdvajaju
primenom reverzno-fazne hromatografije. Adsorpciona hromatografija je
ranije koriséena za odvajanje nepolarnih vrsta, strukturnih izomera i klasa
jedinjenja, kao npr. alifaticnih ugljovodonika od alifaticnih alkohola. Zbog
problema sa reproduktivnoséu retencije i ireverzibilnom adsorpcijom,
adsorpciona hromatografija je u velikoj meri zamenjena normalno-faznom
hromatografijom. Medu specijalnim oblicima LC cesto se koristi afinitetna
hromatografija za izolaciju i pripremu biomolekula, a hiralna hromatografija
se koristi za odvajanje enantiomera.

Rastvorni u organskim
rastvaracima | Rastvorni u vodi |

Nejonski | | Jonski |

Rastvoran u
|Heksanu) | MeOH || THF

||
[ I I I I |

100 lormalno w:,;,mm‘,
—— Ekskluziona

= hromatografija

- il | (veziva. | | (BEl-propusna)

1000

Rastvorni u organskim . .
rastvarac¢ima | Rastvorni u vodi |

Molekulska masa

10000

Ekskluziona
hromatografija

(gel-propusna)

100000

Slika 3.1. 1zbor pogodnog tipa hromatografije
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3.2. EFIKASNOST KOLONA U LC

Diskusija o prosirenju zona u Uvodnom delu uglavnom je primenljiva i na
LC. U ovom odeljku bi¢e prikazan vazan uticaj velicine cestica u
stacionarnoj fazi, kao i dva dodatna izvora sirenja zona koji su ponekad od
velikog znacaja u LC.

3.2.1. Uticaj veli¢ine ¢estica stacionarne faze

Koeficijent prenosa mase pokretne faze, cy, u jednacini 1.14 direktno je
povezan sa kvadratom precnika cestica, dp, koje ¢ine pakovanje kolone.
Imajuéi to u vidu efikasnost LC kolone bi trebala znacajno da se poveca sa
smanjenjem velicine cestica. Kao §to se na slici 3.2. moze videti Smanjenje
velicine cestica od 45 na 6,1 um rezultira u preko deset puta manjoj visini
teorijskog platoa. Takode se moze zapaziti da samo pri nizim veli¢inama
Cestica (< 13,2 um) kriva ima minimum Kkoji je predviden jednacinom 1.14.
Sa daljim smanjenjem veli¢ine Cestica smanjuje se i visina teorijskog platoa
(slika 3.3).

5,0

) k=12 244, 7um
£
~ 4,0 I~ /
g
- - +34,9
= ,oum
o
& al i = /
= o /
S 2,0 B r;:j/ a
£ 5l R
< L 4
E Lo g Mr,m?lé» pum
> < . /\:——‘/y::’/’—’___‘_’_’— 13,2 um
/vf,i,-f—f"”’" ; PO 4 {1) 1
o I S=== = 70— 6,1um |
0 1,0 2,0 3,0 4.0

Linearna brzina (cm/s)
Slika 3.2. Uticaj velicine cestica i protoka na visinu teorijskog platoa u
HPLC. Dimenzije kolone: 30cmx 2,4 mm. Rastvor: N,N'-dietil-p-
aminoazobenzen. Mobilna faza: smesa heksana, metilen-hlorida i izopropil-
alkohola
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Takode se moze zapaziti da pri maloj veli¢ini Cestice povecanje
protoka iznad optimalnog ne uti¢e na visinu teorijskog platoa. Na istoj slici
je prikazana i promena visine teorijskog platoa za male pelikularne Cestice
(plava kriva) o ¢emu ¢e biti vise re¢i u odeljku 3.3.5.

2,7 pm PovrSinski porozna
_destica silike

P

18 um

I I J ‘ I

0 2 ’ 0 8 10

Linearna brzina (mm/s)

Visina teorijskog platoa (pm)
=
T

Slika 3.3. Uticaj veli¢ine malih Cestica i protoka na visinu teorijskog platoa
uLC

Medutim, sa smanjenjem veli€ine Cestica raste 1 neophodan pritisak
da bi se ostvario protok mobilne faze (tabela 3.1) i dat je sledeCom
jednacinom:

vl

P=f
ﬂfzdg

(3.1)

gde su: v protok, # viskoznost rastvaraca, L duZina kolone, r polupre¢nik
kolone, d pre¢nik Cestice i f faktor koji zavisi od oblika Cestica i pakovanja.

Tabela 3.1. Karakteristike u funkciji veliine Cestice

Velicina Cestica, Retenciono Broj platoa Potreban pritisak
dp (Mm) vreme (min) (N) (bar)

5,0 30 25000 19

3,0 18 42000 87

1,5 9 83000 700

1,0 6 125000 2300
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3.2.2. Ekstrakolonsko Sirenje pikova u LC

U LC pored sirenja pikova u koloni, koje je proporcionalno zadrzavanju,
moze do¢i i do znacajnog Sirenja pikova i izvan pakovanja kolone tzv.
ekstrakolonsko Sirenje (eng. extracolumn band broadening), tj. moze doéi
do disperzije u ostalim delovima instrumenta — injektoru, detektoru i cevima
koje povezuju pojedine delove instrumenta. Ovde dolazi do $irenja pikova
zbog razlike u protoku izmedu slojeva tecnosti blizu zidova cevi i u centru
cevi. Zbog toga, mobilna faza u srediSnjem delu cevi krece se brze od
perifernog dela. U GC ekstrakolonsko Sirenje u celini se kompenzuje
difuzijom. Difuzija u tecnostima je, medutim, znatno sporija i Sirenje traka
ove vrste ¢esto postaje primetno.

Nadeno je da je doprinos ekstrakolonskog Sirenja na ukupnu visinu
teorijskog platoa, Hek, dat sledecom jedna¢inom:

Ho— arly -
& 24D, (32)

gde je v linearna brzina mobilne faze (cm/s), r pre¢nik cevi (cm), a Dy
koeficijent difuzije analita u mobilnoj fazi (cm?%s).

Ekstrakolonsko Sirenje moze postati priliéno ozbiljan problem kod
pikova sa malim retencionim vremenima i kada se koriste uske (kapilarne)
kolone. Posto ekstrakolonski delovi sistema ne povecavaju efikasnost
razdvajanja u LC, ve¢ samo dovode do Sirenja pikova, ekstrakolonsku
zapreminu treba svesti na minimum. Preporuceno je da ekstrakolonska
zapremina treba da bude manja od 10% zapremine pika. Kod klasi¢nih
HPLC kolona (npr. 150 mm x 5 mm) ovo je lako posti¢i, dok kod kapilarnih
kolona (¢ <2 mm) ovo predstavlja ozbiljan problem i neophodno je izvrsiti
odredene izmene hardvera. U ovom sluc¢aju neophodno je smajiti zapremine
injektora 1 detektorske celije 1 koristiti kapilarne kolone malih duzina za
povezivanje pojedinih modula LC, kako da bi se ovaj izvor Sirenja pikova
sveo na minimum. Ovo je u velikoj meri i razlog ogranicene
rasprostranjenosti kapilarne LC. Male ekstrakolonske zapremine su takode
od velikog znacaja kod gradijentnog eluiranja.
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3.3. INSTRUMENTACIJA

Kao §to je u odeljku 3.2.1 konstatovano (tabela 3.1) pritisci od nekoliko
stotina atmosfera (bara) su potrebni da bi se postigli zahtevani protoci u
koloni sa pakovanjima cije su Cestice od 3—10 um, koja su uobicajena u
savremenim LC. Zbog ovih visokih pritisaka, oprema za HPLC je slozenija
i skuplja od opreme za druge vrste hromatografije. 1z tog razloga tehnika se
zove teCna hromatografija pod visokim pritiskom, odnosno visokopritisna
te¢na hromatografija (eng. High Pressure Liquid Chromatography) ili te¢na
hromatografija visoke efikasnosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography) ¢iji je akronim HPLC. Na slikama 3.4 i 3.5 je prikazana
Sema tipi¢nog HPLC instrumenta.

Regulisan izvor
helijuma =

Izlazni ventil
—>

B |

Injekcioni ventil

Slika 3.4. Blok dijagram tipi¢nog HPLC instrumenta

\ -
f é l Prema l
ZILIN 71N /] \ OtPAAU [ iy
| ‘ Prigusivac -
‘ W7 T pulsiranja -4
Ul ) | : . P |
g ﬂ 1R fx ] Ulazni Oﬁ .
ezervoari K til vodni
¢ rastvaraca Frskalica \ | ¢ = A Ventil
Unutrasnji Pumpa f
Oy filter ¢
g (=~}
L
=P gpric za
Proporcionalna pumpa za rastvarac — R
PSS
<— Ka detektoru =gE3E) Baaﬂ rc = = | jort
Kolona S8 protvarac  Regulator Filter
Rl povratnog
pritiska pritiska

89



Rezultati

Pumpa/ Unoska
Kontrolor damping  "* Pretkolona
gradijenta sistem 1kolona

Detektor

Slika 3.5. Jednostavna Sema aparature za te¢nu hromatografiju.
3.3.1.  Sistem za snabdevanje mobilnom fazom

Savremeni HPLC instrument opremljen je sa jednim ili vi$e rezervoara od
kojih svaki sadrzi 500 cm® ili viSe rastvarata mobilne faze. Rezervoar bi
trebalo da bude izraden od materijala koji je otporan na dejstvo
komponenata mobilne faze i koji ne otpusta neZeljene komponente u
rastvaraC. Rezervoari za mobilnu fazu mogu biti od standardnog
laboratorijskog staklenog posuda, poput caSa ili tikvica prekrivenih
aluminijumskom folijom do veé¢ih posuda, poput boca za rastvarace, do
namenskog staklenog posuda koje ukljucuje ugradenu opremu za mesanje i
degaziranje (slika 3.6).

Ka pumpi
Otvor —— -
- q
/l '\ Poklopac

—

Frita 4 “
a

Slika 3.6. ,,Genericki” rezervoar za mobilnu fazu prikazuje glavne
komponente rezervoarskog modula (a), rezervoari za mobilnu fazu (b)
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Rastvarac¢i koji €ine mobilnu fazu moraju biti visokog stepena
Cistoce (for HPLC analysis, HPLC gradient grade, for trace analysis i sl.).
Iz mobilne faze je neophodno ukloniti rastvorene gasove i prasinu. Naime,
rastvoreni gasovi mogu dovesti do nereproduktivnog protoka mobilne faze i
Sirenja pikova. Pored toga, mehuriéi i prasina mogu da ometaju rad vecine
detektora. Rastvoren kiseonik razara kolonu i apsorbuje u intervalu 200-250
nm.

Postoji nekoliko na¢ina za uklanjanje rastvorenih gasova i prasine.
Eksterni degazeri se mogu sastojati od sistema vakuum pumpi,
destilacionog sistema, uredaja za grejanje 1 meSanje, ultrazvucnog kupatila,
ili od sistema za produvavanje (eng. sparging) inertnog slabo rastvorljivog
gasa (npr. helijum) pri ¢emu se rastvoreni gasovi istiskuju. Cesto sistemi
sadrze 1 sredstvo za filtriranje praSine i1 Cestica iz rastvaraca kako bi se
sprecilo da te Cestice oStete pumpe ili sisteme za ubrizgavanje ili zacepe
kolonu. Na primer, pogodan naéin obrade rastvarata pre unoSenja u
rezervoar je filtriranje kroz membranske filtre od regenerisane celuloze,
teflona 1 sl. (materijal se bira prema prirodi rastvaraca), sa precnikom pora
od tipicno 0,45 pm ili 0,2 pum pod vakuumom. Ovim postupkom se
uklanjaju gasovi kao i suspendovane materije. Kod nekih HPLC su degaseri
1 filtri sastavni delovi HPLC sistema kao S§to je prikazano na slici 3.4.
Postupci pri online degaziranju mogu biti produvavanje helijumom ili
primena vakuuma.

Analiti se sa kolone mogu eluirati na dva nacina: izokratski
(isocratic elution) i gradijentno (gradient elution). Eluiranje sa jednim
rastvaratem ili SmeSom rastvaraa sa konstantnim sastavom tokom cele
hromatografske analize naziva se izokratsko eluiranje. Kod gradijentnog
eluiranja koriste se dva (a ponekad i viSe) sistema rastvaraca koji Se
znacajno razlikuju u polarnosti i menjaju se u sastavu tokom razdvajanja, tj.
sastav mobilne faze je promenljiv tokom hromatografske analize. Odnos
dva rastvarata Sse varira na unapred programirani nacin, ponekad
kontinualno a ponekad u nizu koraka o ¢emu c¢e biti vise re¢i u odeljku
3.4.3. Savremeni HPLC instrumenti Cesto su opremljeni gradijentnim
ventilima koji unose rastvarace iz dva ili vise rezervoara u odnosima koji se
mogu kontinualno menjati.
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3.3.2. Sistem pumpi

Sistem pumpi ima zadatak da obezbedi potreban pritisak. Zahtevi koje
pumpe treba da zadovolje u HPLC su: (1) stvaranje pritiska do oko 400
bara, (2) bez oscilacija, (3) protok u opsegu od 0,1 do 10 mL/min, (4)
reproduktivnost protoka od 0,5% (relativno) ili bolje i (5) otpornost na
koroziju od strane raznih rastvaraca. Visoki pritisci proizvedeni pumpama u
teCnoj hromatografiji ne predstavljaju opasnost od eksplozije, jer te¢nosti ne
mogu da se komprimuju. Medutim, pri visokim pritiscima moze doc¢i do
curenja rastvaraca $to moze da izazove pozar ili da Stetno uti¢e na okolinu
pri kori§¢enju odredenih rastvaraca.

U te¢noj hromatografiji se naj¢e$¢e prema mehanizmu potiskivanja
koriste dve vrste pumpi: pumpe sa Spricem (eng. Syringe pumps,
displacement pumps) i klipne pumpe (eng. reciprocating pumps). Klipne
pumpe se koriste u skoro svim modernim komercijalnim hromatografima.

Pumpe sa Spricem. Pumpe za Spricem se sastoje od komore Sprica u
kojoj se nalazi klip koji se pokre¢e motorom u jednom smeru (slika 3.7).
Ove pumpe proizvode protok koji obi¢no ne zavisi od viskoznosti i
povratnog pritiska. Pored toga obezbeduju ravnomeran protok, bez
oscilacija. Nedostaci ovakve pumpe su §to imaju ogranieni kapacitet
mobilne faze (~250 mL) zbog jednokratnog istiskivanja i javljaju se znatne
potesko¢e kada se mobilna faza mora menjati. Primenjuju se samo pri
niskim protocima, tj. kod kapilarnih i microbore HPLC.

<

Mikrokanal
Slika 3.7. lzgled pumpe sa $pricem za HPLC
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Klipne pumpe. Klipne pumpe obi¢no se sastoje od male komore
tzv. glave i klipa (slika 3.8). Pri povlacenju klipa dolazi do otvaranja
ulaznog nepovratnog ventila pri ¢emu se zatvara izlazni ventil i komora se
puni te¢nos¢u. Pri potiskivanju klipa dolazi do obrnutog procesa, tj.
otvaranja izlaznog ventila i zatvaranja ulaznog. Na taj nacin se istiskuje
mala zapremina te¢nosti (35—400 pL) iz komore ka koloni. Tecnost je u
direktnom kontaktu sa klipom. Kao alternativa, pritisak se moze preneti na
tecnost preko fleksibilne dijafragme, koja je hidrauli¢ki potisnuta klipom.
Nedostatak rada klipnih pumpi je sto pritisak, a time i protok rastvaraca,
ima oscilacije. Ove oscilacije se moraju prigusiti jer doprinose Sumu bazne
linije na hromatogramu pri koris¢enju nekih vrsta detektora Cime se
povecava granica detekcije. Iz tog razloga savremeni HPLC instrumenti
koriste klipne pumpe sa dve glave (slika 3.8). U ovom slucaju dok jedna
glava potiskuje tecnost ka koloni druga glava se puni. Na taj nacin su
oscilacije pritiska, odnosno protoka mnogo manje nego kod pumpe sa
jednom glavom. Prednosti Klipne pumpe su mala unutra$nja zapremina,
visok izlazni pritisak (do 700 bara), moguc¢nost primene gradijentnog
eluiranja, neograniCen rezervoar te¢nosti I konstantan protok koji je u
velikoj meri nezavisan od povratnog pritiska iz kolone i viskoznosti
tecnosti.

Kolona
—

— Fo— = s =
Glava Prigusivac

|
_ pulsiranja |

Motor Zaptivac

DN ; [T T | Kugliéni

1 a

\__/ / "\__é nepovratni

Klip ventili

<“—— Rastvarac

Slika 3.8. Klipna pumpa za HPLC
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Ipak i primenom klipne pumpe sa dve, ¢ak i sa tri glave protok
teCnosti nije kontinualan (bez oscilacija), zbog ¢ega mnogi sistemi imaju
prigusivace koji se postavljaju iza pumpe a pre injektora. Jedan od najcesce
koris¢enih priguSivaéa je duga, spiralno uvijena kapilarna cev koja je
sposobna da akumulira visak energije tj. pritiska. Ove kapilare treba da
imaju Sto manju zapreminu kako bi ekstrakolonsko Sirenje pika bilo
svedeno na minimum.

Sistemi za kontrolu i programiranje protoka. Kao deo sistema
pumpi, mnogi komercijalni instrumenti su opremljeni ra¢unarom
kontrolisanim uredajima za merenje protoka koji registruju pad pritiska
preko restriktora koji se nalazi na izlazu iz pumpe. Svaka razlika u signalu
od unapred odredene vrednosti dovodi do povecanja ili smanjenja brzine
motora pumpe. Veéina instrumenata takode ima mogucnost da varira sastav
mobilne faze bilo kontinuirano ili postepeno (skokovito) — gradijentno
eluiranje. Gradijentni sistemi omogucavaju istovremeno pumpanje i
mesSanje viSe rastvaraca, tj. formiranje binarnog, ternernog ili kvaternernog
gradijenta. Rastvara¢i se mogu meSati na dva nacina, pri visokom ili pri
niskom pritisku (high-/low-pressure mixing).

Na slici 3.4 je prikazano mesanje pri niskom pritisku koje je
uobicajeno kod savremenih HPLC sistema. U ovoj konfiguraciji, rastvaraci
se meSaju pri niskom pritisku, na ulaznoj strani pumpe 1 zatim se gotova
smes$a potiskuje dalje prema injektoru. Sastav smesSe, tj. udeo pojedina¢nih
komponenata, podesava se koriS¢enjem gradijentnog ventila (slika 3.4).
Rastvara¢i moraju biti dobro degazirani jer u protivnhom, gasovi izdvojeni
meSanjem pri niskom pritisku ostac¢e zarobljeni u pumpi.

Na slici 3.9 je prikazano mesanje pri visokom pritisku. U ovom
slucaju se komponente mobilne faze mesaju sa injektorske (izlazne) strane
pumpe, dakle, kada su one ve¢ pod pritiskom. Postupak je praktican samo
kod binarnog gradijenta. Za svaki rastvaraC koristi se posebna izokratska
pumpa. Podesavanjem protoka obe pumpe istovremeno se reguliSu i ukupan
protok i sastav mobilne faze. Ovakav sistem naroCito je pogodan u
slucajevima kada su neophodne veoma male mrtve zapremine u sistemu,
kao $to je slucaj kod kapilarne HPLC. S druge strane, klipne pumpe imaju
losu preciznost na oba ekstrema raspona protoka, tj. u ranim i kasnim
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fazama gradijenta. Drugi problem je meSanje rastvaraca koji se razlikuju po
kompresibilnosti, ili ¢ije zapremine nisu aditivne (npr. 100 mL vode + 100
mL acetonitrila daje samo 170 mL smeSe), zbog ¢ega ¢e stvarni protok na
koloni biti manji od zadatog. Na kraju, ovaj sistem zahteva kompletnu
pumpu visokog pritiska za svaki rastvara¢ ponaosob, $to povecava cenu
instrumenta.

Mikser Prigusivac

Purge ventil

Prema < £ ;"l 2T N T

otpadu Y
Komora za
mesanje

|

Prema injektoru

P

Mobilna
faza B

Mobilna
faza A

/3-___

Glava pumpe A Glava pumpe B

Slika 3.9. Sema binarne pumpe Agilent Technologies sistema serije 1100 i
1200. 1 — ulazni ventil; 2 — izlazni ventil; 3 — Klip

3.3.3. Sistem za unos uzorka

Uzorci se u HPLC sistem unose pomocu injektora. Jedan od
ograni¢avajuc¢ih faktora u preciznosti te¢ne hromatografske analize je
reproduktivnost kojom se uzorci mogu uneti u kolonu. Kao posledica
nereproduktivnog injektovanja i duzeg unosenja uzorka u sistem dolazi do
povecanog Sirenja pika. Dakle, koli¢ina uzorka mora biti vrlo mala -
nekoliko desetina mikrolitara do maksimalno 500 pL. Pored toga,
neophodno je da se uzorak injektuje bez promene protoka i pritiska u
sistemu. Naj¢eS¢a metoda unosSenja uzorka u HPLC zasniva se na
Sestokrakom ventilu sa petljom za uzorkovanje, poput onih prikazanih na
slici 3.10. Ovi uredaji su Cesto sastavni deo te¢ne hromatografske opreme i
imaju izmenljive petlje koje omogucavaju izbor zapremine uzorka od 1 pL
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do 100 pL ili vise (slika 3.11). Ovakve petlje za uzorkovanje omogucavaju
unoSenje uzoraka pri pritisku do 500 bara s reproduktivno$éu od nekoliko
desetih delova procenta. Kod manuelnih injektora, uzorak se u injekcioni
port ubrizgava Spricem, u koli¢ini dovoljnoj da ispere ceo put i napuni
petlju.

Punjenje Injektovanje
uzorkom uzorka

Ka koloni
[z pumpe

Ka koloni
[z pumpe

Izlaz Izlaz

Slika 3.10. Sema $estokrakog ventila sa petljom za uzorkovanje u HPLC. A
— polozaj za punjenje; B — polozaj za injektovanje. Sa rucicom ventila kao
Sto je prikazano u polozaju A, petlja se puni iz $prica, a mobilna faza tece
od pumpe do kolone. Kada se ventil postavi u polozaj B, petlja se ubacuje
izmedu pumpe i kolone tako da mobilna faza spira uzorak iz petlje u kolonu

Slika 3.11. Tipi¢ni HPLC injektori. Nerdajuéi Celi¢ni prsten sa Sest otvora
od kojih je jedan povezan za kolonu
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Vecina savremenih hromatografa ima autoinjektore (autosempleri,
slika 3.12). Takve jedinice su sposobne da injektuju uzorke u HPLC iz
vijala (slika 3.13) koje se nalaze na karuselu za uzorke ili na mikrotitar
plo¢ama. Obi¢no sadrze petlje za uzorkovanje i pumpu sa Spricem za
ubrizgavanja zapremina manjih od 1 pL pa od veé¢ih od 1 mL (slika 3.14).
Neki imaju kontrolisanu temperaturu okoline koja omogucéava skladistenje
uzoraka 1 derivatizaciju pre injektovanja. Ve¢inom su programabilni tako da
je omoguceno automatsko injektovanje bez nadzora HPLC sistema. Uzorci
se dalje automatski injektuju prema redosledu zadatom u softveru.

Uzorci se naj¢es¢e smeStaju u vijale zapremine 2 mL (slika 3.13a),
mada mogu biti u opsegu 1-25 mL. Vijale su najées$ce izradene od
bezbojnog borosilikatnog stakla, a za uzorke osetljive na svetlost koriste se
vijale od tamnog stakla. U slucajevima kada kontaminanti iz stakla mogu da
ometaju analizu vijale su od polipropilena. Ukoliko je raspoloziva
zapremina uzorka mala, mogu se koristiti vijale sa koni¢nim dnom (slika
3.13Db) ili inserti zapremine 100—400 pL koji se ubacuju u standardne vijale
od 2 mL (slika 3.13c). Neki autosempleri podrzavaju i koris¢enje 300-pL
ependorfa za ultracentrifugu, kao i 96- ili 384-komorne mikrotitar ploCice.

Slika 3.12. Autosempleri za HPLC: (a) XY i (b) karusel
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Slika 3.13. Razli¢iti tipovi sudova za uzorke: (a) obicana vijala, (b) vijala sa
koni¢nim dnom i (C) vijala sa insertom
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Slika 3.14. Tri faze u injektovanju uzorka u slucaju KkoriS¢enja
autosemplera. (a) Prenos vijale sa uzorkom na mesto gde se vrsi uzimanje
uzorka, (b) punjenje petlje uzorkom i (c) injektovanje uzorka u kolonu
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3.3.4. Kolone za HPLC

Kao i u gasnoj hromatografiji, kolone u te¢noj hromatografiji predstavljaju
vazan deo HPLC sistema (slika 3.15). Od njenih karakteristika, kao $to su
struktura stacionarne faze, veli¢ina i dizajn kolone zavisi efikasnost i
selektivnost razdvajanja komponenti uzorka. Kolone za HPLC obi¢no su
izradene od nerdajuceg celika, koji poseduje i zadovoljavajuéu hemijsku
otpornost i mehani¢ku ¢vrstocu. U slucaju rada sa agresivnijim mobilnim
fazama (npr. HCI) ili analitima koji se mogu adsorbovati na celiku ili
razgraditi u kontaktu sa njim (npr. proteini), mogu se koristiti kolone od
stakla ili polimera kao npr. polietereterketon (PEEK) ili politetrafluoretilen
(PTFE), mada su one mehani¢ki manje otporne i zahtevaju nize pritiske.
Pored toga, dostupne su i kolone od nerdajuceg celika obloZene staklom ili
PEEK-om. Takode, metal moZze da gradi helate sa nekim analitima, $to
dovodi do nereproduktivnih retencionih vremena i/ili pojave repa na
hromatografskim pikovima. Ovaj problem se moze reSiti pasivizacijom
kolone fosfornom kiselinom. Danas su na trziS§tu dostupne na stotine
pakovanih kolona razlicitih veli¢ina i pakovanja.

-l
Slika 3.15. HPLC kolone. Izvor: Analytical Sales and Services
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3.3.4.1. Analiticke kolone

Vecina kolona za HPLC ima duzinu od 50 do 300 mm i uvek su ravne. U
retkim sli¢ajevima se duzina moze povecati spajanjem dve ili vise kolona.
Kao §to je ranije pomenuto (odeljak 1.3), efikasnost kolone (broj teorijskih
platoa) srazmerna je duzini kolone. Medutim, zbog Cinjenice da su otpor
koji kolona pruza i vreme trajanje analize direktno srazmerni njenoj duzini
(odeljak 1.3), u praksi se veoma retko primenjuju kolone duze od 250-300
mm. Unutras$nji pre¢nik analitickih kolona je naj¢es¢e 3 do 5 mm a veli¢ina
Cestica od 3 do 10 um. Za razdvajanje manje slozenih smesa, Kkoriste se
krace kolone, duzine 100-150 mm, unutrasnjeg prec¢nika 4,6 mm i veli¢ine
Cestica 5 pum. Kolone ovih karakteristika imaju 40.000 do 70.000 platoa/m
(obi¢no oko 10.000 platoa/kolona).

Osamdesetih godina 20. veka postaju dostupne kolone sa
unutrasnjim precnicima od 1 do 4,6 mm i duzinama od 3 do 7,5 cm. Ove
kolone, koje su punjene cesticama od 3 do 5 um, postizu ¢ak 100.000
platoa/m i imaju prednost u brzini i minimalnoj potroSnji rastvaraca. Mala
potros$nja rastvaraca je od posebnog znacaja, jer su rastvaraci visoke Cistoce
skupi, kao i zbog neophodnosti njihovog odlaganja nakon upotrebe.
Primenom narrow bore kolona (kolona duzine 40 mm sa unutra$njim
pre¢nikom od 4 mm i veli¢inom Cestica od 3 um) analiza traje 15-tak
sekundi. Danas imamo na raspolaganju i microbore analiticke kolone sa
unutraS$njim precnikom od 1 mm, kapilarne analiticke kolone (slika 13.6) sa
unutraSnjim preénikom 0,3-0,5 mm kao 1 nanoanaliticke kolone sa
unutrasnjim preénikom 0,075-0,1 mm. Veliki nedostatak kapilarnih i
nanoanaliti¢kih kolona je potreba za specijalizovanom instrumentacijom.
Naime, injektovane zapremine su vrlo male u odnosu na standardnu HPLC
analizu, ekstrakolonske zapremine kod standardnih HPLC su velike, pumpe
predvidene za rad pri visokim protocima ne mogu precizno da mere protoke
karakteristicne za kapilarnu HPLC (< 0,1 mL/min) i ne mogu korektno da
registruju oStre, blisko eluiraju¢e pikove, §to rezultuje loSom rezolucijom.
Zbog navedenih nedostataka, kapilarna i nano HPLC se uprkos svojim
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prednostima retko primenjuje za rutinske analize, i uglavnom se primenjuju
u nau¢nim istrazivanjima.

_~®
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Slika 3.16. Kapilarne monolitne kolone
3.3.4.2. Pretkolone

Obicno se kratka zastitna kolona tzv. pretkolona (slika 3.17) nalazi ispred
analiticke kolone kako bi se povecao vek analiticke kolone uklanjanjem ne
samo cCesticnih materija i kontaminanata iz rastvaraca, ve¢ takode i
komponenti uzorka koje se nepovratno vezuju za stacionarnu fazu. Sastav
pakovanja pretkolone treba da bude slican sastavu analiticke kolone.
Medutim, veli¢ina Cestica je obi¢no veca, kako bi se smanjio pad pritiska.
Kada je pretkolona kontaminirana, ponovo se pakuje ili zamenjuje novom
istog tipa. Tako se pretkolona zrtvuje da bi se zastitila skuplja, analiticka
kolona.

Drzadi za
HPLC kolona pretkolonu

— u—;—|

Spojnica kolone Pretkolona
i pretkolone

Slika 3.17. Analiti¢ka kolona sa pretkolonom

101



3.3.4.3. Kontrola temperature u koloni

Za neke aplikacije nije neophodno strogo kontrolisati temperaturu
kolone i kolone rade na sobnoj temperaturi. Medutim, ukoliko se kolona ne
termostatira dolazi do fluktuacije temperature Sto uti¢e na reproduktivnost
hromatograma. Pored toga, pri koris¢enju malih cestica dolazi do
zagrevanja kolone usled trenja. Centar kolone je topliji nego zidovi, kao i
izlaz iz kolone nego ulaz u kolonu. Tako na primer kolona duzine 100 mm,
pre¢nika 2,1 mm i veli¢ine Cestica 1,7 um generiSe razliku temperature
izmedu izlaza iz kolone i ulaza u kolonu oko 10 °C i izmedu centra i zida
kolone oko 2 °C. Razlika u temperaturi doprinosi Sirenju pika S§to treba
minimizirati.

Takode zagrevanje hromatografske kolone je pozeljno da bi se
smanjila viskoznost rastvaraca ¢ime se Smanjuje potreban pritisak
(jednacina 3.1) ili je moguée ostvariti veci protok. Isto tako, povecanje
temperature redukuje retenciono vreme. Povisenje temperature ima kao
dodatni efekat i povecanje efikasnosti putem olakSanja difuzije analita iz
mobilne do stacionarne faze, kao i putem slabljenja sekundarnih interakcija
odgovornih za Sirenje pikova.

Vecina  savremenih  komercijalnih  instrumenata  poseduje
termostatirani odeljak za kolone koji kontrolise temperaturu kolone na
nekoliko desetih delova stepeni od blizu sobne do 150 °C. Mnogi analiticari
smatraju da je kontrola temperature od sustinske vaznosti za reproduktivno
razdvajanje. Zagrevanje kolone 10 °C iznad sobne temperature povecava
reproduktivnost retencionog vremena i reproduktivnost kvantitativne
analize. Medutim, znacajnije povecanje temperature hromatografske kolone
moze izazvati razgradnju analita, kao i stacionarne faze a time i smanjenje
duzine Zivota kolone.

3.3.5.  Tipovi pakovanja kolona

Dva osnovna tipa pakovanja kolona se koriste u HPLC, potpuno porozne i
pelikularne cestice.

102



Tipi¢no pakovanje potpuno poroznim Cesticama za HPLC sastoji se
od potpuno poroznih mikrocestica koje imaju pre¢nik od 3 do 10 um (za
razliku od ranije kori$¢enih koje su imale precnik od 20 do 40 pm). Za datu
veli¢inu Cestica poZeljna je vrlo uska raspodela veli¢ine Cestica Cime se
smanjuje veli¢ina A u van Deemter-0voj jednacini. Cestice su od silicijum-
dioksida, Al,Os, sinteticke smole polistiren-divinilbenzen ili smole za
izmenu jona. Silicijum-dioksid je daleko najceS¢e pakovanje u HPLC-u.
Cestice silicijum-dioksida se pripremaju aglomeracijom submikronskih
Cestica silicijum-dioksida pod uslovima koji dovode do vecih Cestica koje
imaju vrlo ujednacen precnik.

U pocetku primene pelikularne Cestice su bile pre¢nika od 30 do 40
pm i sastojale su se od sferne, neporozne, staklene ili polimerne kuglice na
¢ijoj povrsini se nalazio tanak porozni sloj koji je ¢inio samu stacionarnu
fazu. Ovaj tanak, porozni sloj je bio od silike, Al,Os, polistiren-
divinilbenzen sinteticke smole ili smola za jonsku izmenu. Danas su male
porozne mikrocestice u potpunosti zamenile ove velike pelikularne Cestice.
Poslednjih godina primenjuju se male pelikularne cestice (< 3 um)
(Superficially Porous Particles, SPP, core-shell particles, fused-core
particles) koje su efikasnije od uobicajenih potpuno poroznih mikrocestica.
Efikasnije su u odnosu na mikrocestice istih dimenzija, a u odnosu na
mikrocCestice iste efikasnosti imaju veéi preénik (slika 3.3), te pruzaju manji
otpor i1 omogucéavaju veée protoke, tj. brzu analizu bez gubitka
karakteristika. Naime, SPP se proizvode sa mnogo uzom raspodelom
veli¢ine Cestica (slika 3.18, levo) Sto rezultira u smanjenju koeficijenta ,,A”
u van Deemter-ovoj jednacini (Jednacina 1.14), a time 1 u smanjenju Sirine
pika. Druga karakteristika SPP je smanjena putanja difuzije kroz koju analit
mora da prode zbog ¢vrstog jezgra $to smanjuje koeficijent ,,C”. Analit ima
mnogo duzi put difuzije sa potpuno poroznom cesticom u poredenju sa SPP
Sto ima za posledicu ostrije pikove i vecu efikasnot kolone (slika 3.18,
desno).
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Povrsinski porozne Povrsinski porozne
Cestice silike Cestice silike

Slika 3.18. Prednost primene malih pelikularnih ¢estica (SPP) u odnosu
na potpuno porozne mikrocestice

Postoji nekoliko tipova kapilarnih kolona: open-tubular, punjene i
punjene monolitne (slika 3.19).

Punjene kapilarne kolone (slika 3.19B) sadrze Cvrste Cestice
stacionarne faze (manje gusto pakovane od konvencionalnih kolona) ili
monolitnu stacionarnu fazu (slika 3.19C), dok je kod open-tubular kolona
stacionarna faza naneta na unutra$nji zid u vidu tecnosti ili kovalentno
vezana za njega (slika 3.19A). Kapilarne kolone (naro¢ito open-tubular)
imaju manji kapacitet od konvencionalnih kolona, ali daju ostrije pikove,
$to omogucava analize tragova.

Kapilara Kapilara
Polimerna prevlaka Pakovanje ¢esticama Monolitno pakovanje
o 2% 0 0? 4%
j o . ‘ .

..i..'...
(a)

Slika 3.19. Tipovi kapilarnih kolona: (a) open-tubular, (b) punjene i (c)
punjene monolitne

(c)
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3.3.6. Detektori

HPLC detektori su cCesto tradicionalni analiticki instrumenti prilagodeni
proto¢nim ¢elijama za merenje niskih koncentracija analita u te¢noj struji.
Veliki izazov u razvoju HPLC instrumenata je u prilagodavanju i
poboljsanju takvih uredaja.

Idealni detektor za HPLC analizu trebalo bi da ima ista svojstva kao
I detektori za GC, a to su:

e Visoka osetljivost (10 °~10"® g rastvorka/s),
e Brz odgovor,

e Nizak Sum,

e Stabilan, reproduktivan i linearan odgovor,

e Sirok dinamicki opseg,

e Stabilna bazna linija,

e Jednostavna konstrukcija i pristupacna cena,
e Robustan,

e Nedestruktivan i

e Uniforman odgovor za sve analite.

Za razliku od detektora u GC, HPLC detektor ne mora da
funkcioniSe u tako velikom temperaturnom opsegu. Medutim, pored
navedenih osobina, HPLC detektor treba da ima minimalnu unutra$nju
zapreminu da bi se smanjilo ekstrakolonsko Sirenje traka i trebalo bi da
bude kompatibilan sa protokom te¢nosti.

3.3.6.1. Vrste detektora

Detektori u te¢noj hromatografji se prema svojstvima koja prate mogu
podeliti u dve grupe, univerzalne i selektivne. Univerzalni detektori (eng.
bulk-property detectors) registruju promenu fizickog svojstva eluata, kao
Sto je indeks prelamanja, dielektricna konstanta ili gustina, koje se menjaju
u prisustvu analita. S druge strane, selektivni detektori registruju fizicku ili
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hemijsku osobinu analita, kao §to su UV apsorpcija, fluorescencija ili
difuziona struja i dr., koje ne poseduje mobilna faza. Selektivni detektori su

U tabeli 3.2 navedeni su najéeS¢e koris¢eni detektori za HPLC
analizu i neka od njihovih najvaznijih svojstava.

Tabela 3.2. Osobine odabranih HPLC detektora

HPLC detektor Komercijalno  Granica detekcije  Linearan opseg
dostupan (uobicajeno) (dekade)
Apsorbancija Da 10 pg 34
Fluorescencija Da 10 fg 5
Elektrohemijski Da 100 pg 4-5
Indeks refrakcije Da 1ng 3
Provodljivost Da 100 pg—-1ng 5
Maseni spektrometar Da <1lpg 5
FTIR Da 1 ug 3
Rasipanje svetlosti Da 1ug 5
Nastavak tabele 3.2
Opticka aktivnost Ne 1ng 4
Selektivnost na Ne 1ng 4-5
element
Fotojonizacija Ne <1lpg 4

Masa koja odgovara granici detekcije zavisi od jedinjenja, instrumenta i
HPLC uslova. Vrednosti koje su navedene su tipicne vrednosti za
komercijalne sisteme.

Najcesce korisc¢eni detektori za HPLC zasnivaju se na apsorpciji
ultraljubicastog ili vidljivog zracenja. Fluorescencija, indeks prelamanja i
elektrohemijski detektori takode se cesto koriste. Primena masenog
spektrometra kao detektora danas je veoma popularna. Takvi LC/MS
sistemi mogu u velikoj meri pomo¢i u identifikaciji analita koji izlaze iz
kolone (odeljak 3.3.6.8).
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3.3.6.2. UV-vis detektori

UV-vis detektori su nedestruktivni detektori koji registruju apsorpciju
elektromagnetnog zracenja u odredenom delu UV-vis spektra. Na slici 3.20
je prikazana Sema jedne tipiéne UV-Vis proto¢ne apsorpcione Celije. Kao §to
se moze videti uobiCajeni oblik protocne celije je u obliku slova Z za
merenje apsorpcije analita u eluatu koji izlazi sa hromatografske kolone. Da
bi se minimiziralo ekstrakolonsko Sirenje traka, zapremina celije treba da
bude S§to je moguée manja. Omogucava indentifikaciju velikog broja
organskih jedinjenja. UV-vis detektori su primenljivi samo ukoliko mobilna
faza ne apsorbuje u primenjenoj oblasti spektra i ukoliko analit apsorbuje u
datoj oblasti, dakle spada u selektivne detektore. Zbog svoje pristupacnosti
primenjuju se u preko 70% slucajeva.

Tipi¢ne zapremine ¢elija su od 1 do 10 pL sa duzinom opti¢kog puta
od 2 do 10 mm. Vecina detektora su instrumenti sa dva zraka u kojima
jedan zrak prolazi kroz ¢eliju za eluiranje a drugi zrak je referentni. Merenja
Se zasnivaju na poredenju intenziteta ova dva zraka. Alternativno, moze se
primeniti dvozra¢ni detektor apsorbancije sa vremenski razdvojenim
snopovima pomocu rotirajuceg sektorskog ogledala koji usmerava celi snop
prvo od monohromatora kroz referentni rastvor, a zatim kroz uzorak. U oba
slucaja, hromatogram se sastoji od grafika apsorbancije (logaritam odnosa
dva signala) u funkciji vremena.

Prvi detektori apsorbancije, detektori sa fiksnom talasnom duZinom,
su bili fotometri sa filtrima uz primenu Zivine lampe kao izvora. Najcesce je
primenjivana intenzivna linija na 254 nm. Kod nekih instrumenata nekoliko
linija (250, 313, 334 i 365 nm) je koris¢eno uz zamenu filtera. Medutim,
ova vrsta detektora je ograni¢ena na analite koji apsorbuju jednu od
navedenih talasnih duzina. U ovoj oblasti talasnih duzina apsorbuje vise
organskih funkcionalnih grupa i jedan broj neorganskih vrsta koje imaju
Siroke apsorpcione trake koje obuhvataju jednu ili viSe ovih ultraljubicastih
talasnih duzina. Takode su koris¢ene deuterijumova ili volframova lampa sa
interferentnim filtrima kao jednostavno sredstvo za detekciju vrsta koje
apsorbuju UV-vis zracCenje. Neki instrumenti su imali detektore sa dve
talasne duzine ili su bili opremljeni nosa¢em filtera koji je sadrzao nekoliko
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filtera koji su se mogli brzo smenjivati da bi se mogle detektovati razlicite
vrste pri eluiranju sa kolone. Zbog toga su od pocetka 1980-ih godina ve¢im
delom napusteni u korist detektora sa promenljivom talasnom duzinom
(skenirajué¢i detektori) i, kasnije, detektora sa nizom dioda (eng. Diode-
Array Detector, DAD).

Danas veliki broj proizvodaca HPLC nudi detektore koji se sastoje
od skenirajuéeg spektrofotometra sa optickim reSetkama. Neki su ograniceni
na UV zracenje, dok drugi obuhvataju UV i vidljivo zracenje. Instrument
nudi nekoliko nacina rada. Na primer, ceo hromatogram se moze dobiti na
jednoj talasnoj duzini. Alternativno, kada pikovi analita imaju dovoljno
veliku razliku u retencionim vremenima, mogu se odabrati razliite talasne
duzine za svaki pik. I ovde se Cesto koristi kompjuterska kontrola za izbor
najbolje talasne duzine za svaki analit. U slucaju gde su celi spektri
pozeljeni za identifikaciju, protok eluata moze se zaustaviti na dovoljan
period da se omoguc¢i skeniranje u zeljenom podrucju talasnih duzina.

Najpogodniji UV spektrofotometrijski detektori su instrumenti sa
nizom dioda (slika 3.21) koji omogucavaju snimanje celog spektra za
priblizno 1 s sa rezolucijom od oko 1 nm ili manje). Tako, spektralni podaci
za svaki hromatografski pik se sakupljaju i ¢uvaju onako kako se pikovi
pojavljuju na kraju kolone. Jedan oblik prezentacije spektralnih podataka
koji olakSava identifikaciju analita, kao 1 izbor uslova za kvantitativno
odredivanje, je trodimenzionalni grafik poput onog prikazanog na slici 3.22.
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Slika 3.20. UV-vis proto¢na apsorpciona ¢elija za HPLC
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Slika 3.21. Sema detektora sa nizom dioda
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Slika 3.22. 3D hromatogram dobijen nakon 180 min fotokataliticke
razgradnje klopiralida (1,0 mM) u prisustvu TiO; (2 mg/mL) primenom UV
zracenja. Kolona: Eclyps XDB-C18 (150 mmx4,6 mm, veli¢ina Cestica
5 um). Mobilna faza (protok 1 mL/min) ACN:H,O (3:7, v/v), pri ¢emu je
voda zakiSeljena sa 0,1% H3PO4

3.3.6.3. Infracrveni detektori

Kod HPLC instrumenata primenjuju se dve vrste infracrvenih detektora.
Prvi instrumenti su imali filtere. Kasnije, mnogo sofisticiraniji tip IR
detektora zasnovan je na instrumentima sa Fourierovim transformacijama
(FTIR). Celije IR detektora sli¢ne su po konstrukciji onima koje se koriste
sa UV-vis zracenjem, samo Sto Su prozori napravljeni od natrijum-hlorida ili
kalcijum-fluorida. Duzine celijskog puta se kre¢u od 0,2 do 1,0 mm, a
zapremine od 1,5 do 10 pL.

Glavno ograni¢enje primene IR detektora leZzi u slaboj
transparentnosti mnogih rastvara¢a koji se koriste u HPLC analizi. Na
primer, Siroke IR apsorpcione trake za vodu i alkohole u velikoj meri
onemogucavaju koris¢enje ovog detektora za mnoge namene. Takode,
upotreba vodenih mobilnih faza moze dovesti do brzog propadanja
proto¢nih c¢elija, osim ako se ne koriste specijalni arc prozori. Visoka
granica detekcije za mnoge analite takode je ogranicavajuci faktor upotrebe
IR detektora. Uvodenje masenih spektrometrijskih detektora za HPLC
(odeljak 3.3.6.8) dovelo je do dramati¢nog pada primene IR detektora.
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3.3.6.4. Fluorescentni detektori

Fluorescentni detektori za HPLC sli¢ni su po dizajnu fluorometrima
i spektrofluorometrima. Najcesce fluorescencija se posmatra fotoelektri¢nim
pretvaracem koji se nalazi pod uglom od 90° u odnosu na ekscitujuéi zrak.
Najjednostavniji detektori koriste kao izvor zracenja zivinu lampu i jedan ili
vise filtera za izolaciju trake emitiovane svetlosti. Kod sofisticiranijih
instrumenata izvor zracenja je ksenonska fles-lampa i ima resetku kao
monohromator za izolaciju fluorescentnog zracenja (slika 3.23). Ksenonska
fles-lampa bleskovima u trajanju od 3 us obezbeduje intenzivnu svetlost sa
kontinualnim spektrom u opsegu 200-900 nm. Zracenje lampe se fokusira
ka prvom socivu 1 reflektuje ogledalom ka reSetki ekscitacionog
monohromatora, od koga se usmerava snop svetlosti odredene talasne
duzine (Agx) prema ulazu u kvarcnu protocnu ¢eliju. Zracenje koje potice od
luminiscencije uzorka se emituje u svim smerovima. Da bi se sprecilo
stizanje upadne svetlosti iz ksenonske fles-lampe do dektora svetlost koju
emituje uzorak se sakuplja najcedée pod uglom od 90° u odnosu na upadni
snop. Resetka emisionog monohromatora iz izlaznog snopa izdvaja svetlost
zeljene talasne duZzine (Agm) koja stize do fotomultiplikatora. Primenjuje se i
laserom indukovana fluorescencija zbog svoje osetljivosti i selektivnosti.

Sotivo 1 Emisioni
Oscledalo Monohromator
o
i e n— > TSR ;
o "n"

Ksenonska fles-lampa ' .
A sotivez X .

. {"' Fotomultiplikator
,,ﬂ .........
o Fotodioda
Ekscitacioni Protocna

monohromator celija

Slika 3.23. Sema fluorescentnog detektora
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Prednost koriSéenja fluorescentnog detektora je njegova visoka
osetljivost, koja je obi¢no veca za vise od jedanog reda veli¢ine u odnosu na
veéinu apsorpcionih postupaka. Pored toga, fluorescentni detektor
obezbeduje visoku selektivnost jer je samo 10% organskih jedinjenja
sposobno da fluorescira. Ova prednost je iskoris¢ena u HPLC za razdvajanje
1 odredivanje komponenti uzoraka koje fluoresciraju kao $to su na primer
lekovi, prirodni proizvodi, klinicki uzorci 1 naftni proizvodi. Broj analita
koji se mogu odrediti fluorescentnim detektorom se moze povecati
derivatizacijom analita sa reagensima koji formiraju fluorescentne derivate.
Derivatizacija moze da bude pretkolonska i postolonska. Na primer, 5-
dimetilamino-naftalen-1-sulfonil-hlorid, koji reaguje sa primarnim i
sekundarnim aminima, aminokiselinama i fenolima dajué¢i fluorescentna
jedinjenja, Cesto se koristi za detekciju aminokiselina u hidrolizatima
proteina.

3.3.6.5. Detektori indeksa prelamanja

Detektori indeksa prelamanja spadaju u univerzalne detektore koji imaju
znacajnu prednost u odnosu na druge detektore zbog svoje univerzalnosti.
Naime, indeks prelamanja je univerzalno svojstvo svih transparentnih
materijala i zavisi od njihovog sastava, tako da se mogu primeniti za
detekciju bilo kog jedinjenja. Detektor indeksa prelamanja meri promenu u
indeksu prelamanja mobilne faze usled prisustva analita i to merenjem ugla
prelamanja ili intenziteta prelomljene svetlosti. Zbog toga su ovi detektori
univerzalni detektori sliéno plameno-jonizacionom detektoru i detektoru
termicke provodljivosti u gasnoj hromatografiji. Detektori indeksa
prelamanja se primenjuju u HPLC kada nemamo na raspolaganju neki drugi
tip detektora koji je osetljiv na analit, ili kada analit pokazuje veliku razliku
u indeksu prelamanja u odnosu na primenjenu mobilnu fazu.

Na slici 3.24 prikazana je Sema detektora diferencijalnog indeksa
prelamanja u kome zrak svetlosti iz izvora prolazi kroz proto¢nu celiju koja
je podeljena po dijagonali na celiju za uzorak i referentnu ¢eliju. Mobilna
faza prolazi kroz jednu polovinu proto¢ne éelije na putu ka koloni, dok eluat
proti¢e kroz drugu polovinu. Zrak svetlosti iz izvora prolazi kroz proto¢nu
¢eliju i nakon refrakcije, svetlost se odbija od ogledala, ponovo prolazi kroz
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proto¢nu ¢eliju pri ¢emu dolazi do skretanja inicijalnog snopa, ako se dva
rastvora razlikuju u indeksu prelamanja tj. ako iz kolone izlazi analit.
Skretanje snopa svetlosti dovodi do razlike u osvetljenosti fotodioda na
osnovu koje se generiSe signal, koji, kada se pojaca i registruje, daje
hromatogram.

Celija za uzorak

Izvor

Hsvetlosti
[
- '-5'-"-‘*‘*1:|_> Pojagivac

I B

Referentna
celija

Ogledalo

Ka ra¢unaru

Slika 3.24. Sema detektora indeksa prelamanja

Detektori indeksa prelamanja su pouzdani i na njih ne uti¢e protok.
Medutim, posto indeks prelamanja zavisi od temperature oti¢ka jedinica i
eluat su termostatirani. Treba napomenuti da ovi detektori registruju svaku
promenu sastava eluata, ukljucujuci i promenu sastava mobilne faze, zbog
Cega se HPLC analiza izvode isklju¢ivo u izokratskom modu. Naime,
promena indeksa prelamanja usled promene sastava mobilne faze je mnogo
veca od promene koja nastaje usled eluiranja analita. Ukoliko se koriste
meSane mobilne faze, one se pripremaju pre analize, a ne kori§¢enjem
binarne pumpe. Nadalje, ovi detektori nisu osetljivi kao mnoge druge vrste
detektora. Detektori indeksa prelamanja nalaze primenu u odredivanju
analita koji nemaju hromofore niti fluorofore poput Secera.
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3.3.6.6. Detektor rasprsivanja svetlosti na isparenom uzorku

Kod detektora rasprSivanja svetlosti (eng. Evaporative Light-Scattering
Detector, ELSD) eluat iz kolone se u rasprsivacu (eng. nebulajzer)
protokom azota ili vazduha rasprSuje u sitne kapljice (slika 3.25). Kapljice
se zatim prenose Kkroz zagrejanu cev sa kontrolisanom temperaturom
(previsoka temperatura dovodi do gubitaka lakSe isparljivih analita, a
preniska je nedovoljna za isparavanje krupnijih kapi $to dovodi do visokog
nivoa Suma) gde dolazi do isparavanja mobilne faze i stvaranja sitnih Cestica
analita suspendovanih u gasu. Oblak cestica analita zatim prolazi kroz
laserski snop. Rasprieno zracenje se detektuje pod uglom od 45° u odnosu
na upadni zrak. Teorijski, posto je disperzija svetlosti u detektoru pretezno
Rayleigh-jevo rasipanje, intenzitet rasute svetlosti ne zavisi od prirode
supstance, ve¢ samo od njene mase (koncentracije). Medutim, u praksi
odgovor znacajno varira od jedinjenja do jedinjenja, a zavisi i od dimenzije
Cestica, protoka gasa i mobilne faze, kao i1 temperature cevi za isparavanje.

Glavna prednost ove vrste detektora je Sto je njegov odziv priblizno
indeksa prelamanja, sa granicama detekcije od 0,2 ng/uL. Omogucava
analizu jedinjenja koja apsorbuju UV zrafenje pri niskim vrednostima
talasne duzine. Primenom ovog detektora moguce je analizirati sva
jedinjenja koja su manje isparljiva od mobilne faze, tj. neisparljiva i polu-
isparljiva jedinjenja. Nedostatak je Sto je sastav mobilne faze ograni¢en
samo na isparljive komponente.

Rasprsivanje Isparavanje Detekcija
Ulaz gasa )
"""""""" Stop svetlosti
(’/0 ,
'{/o,\
A
a0 =i # lglazn;gas

LC eluat

Izvor svetlosti
Dren

Slika 3.25 Sema detektora raspriivanja svetlosti na isparenom uzorku
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3.3.6.7. Elektrohemijski detektori

Vise vrsta elektrohemijskih detektora su dostupni za HPLC instrumenate.
Elektrohemijski detektori obuhvataju amperometrijske, voltametrijske,
kulonometrijske, potenciometrijske i konduktometrijske detektore.

lako se elektrohemijski detektori ne koriste u tolikoj meri kao
opticki detektori, imaju odredene prednosti u mnogim slu€ajevima, kao $to
su visoka osjetljivost, jednostavnost i prakti¢nost. Primena ove vrste
detektora je posledica povoljnog potencijalnog podrucja u kojima dolazi do
oksidacije ili redukcije velikog broja organskih funkcionalnih grupa. U
principu, analiti koji sadrze elektroaktivne funkcionalne grupe se mogu
detektovati amperometrijskim,  voltametrijskim ili  kulometrijskim
detektorima. Glavno ogranic¢enje primene elektrohemijskih detektora je §to
nisu kompatibilni sa gradijentnim eluiranjem.

Mobilna faza pri koris¢enju elektrohemijskog detektora mora da
bude elektroprovodna, zbog ¢ega se najéescée koriste vodeni puferi (fosfatni,
acetatni, citratni i dr.) koncentracije od 10 do 100 mM ili pomo¢ni
elektroliti (natrijum-acetat, amonijum-perhlorat i dr.). Zbog toga se
elektronemijski detektori ne koriste u podeonoj hromatografiji sa
normalnim fazama. Kao organska komponenta najces¢e se koriste metanol
(MeOH) i acetonitril (ACN), dok rastvara¢i koji grade perokside nisu
pogodni.

Na slici 3.26 je prikazana proto¢na cCelija sa tankim slojem za
amperometrijsku detekciju. U ovom sluc¢aju je povrSina radne elektrode deo
zida kanala koji se nalazi izmedu 50-um teflonskog zaptivac¢a unutar dva
obradena bloka Kel-F plastike. Radna elektroda je najéesce izradena od
staklastog ugljenika ili ugljeni¢ne paste, mada moze biti i od platine, zlata,
srebra, zive i dr. Referentna elektroda i pomoc¢na (kontra) elektroda nalaze
se nizvodno od bloka radne elektrode. Zapremina celije je od 1 do 5 pL.
Celija moze da ima i dve radne elektrode, koje mogu raditi serijski ili
paralelno. Prva konfiguracija, u kojoj eluent teCe prvo preko jedne
elektrode, a zatim preko druge, zahteva da se analit podvrgne reverzibilnoj
oksidaciji (ili redukciji) na uzvodnoj elektrodi. Druga elektroda tada radi
kao katoda (ili anoda) za odredivanje oksidacionog (ili redukcionog)
proizvoda. Ovakav raspored radnih elektroda povecava selektivnost

115



detektora. Zanimljiva primena ovog sistema je za detekciju i odredivanje
komponenti u smesi koje sadrze i tiole i disulfide.

Ka referentnoj i
kontra elektrodi i
tada ka otpadu 1z kolone

Masinski Teflonsko ili
Kel-F blok o 4« Myler-ovo
/ rastojanje

\ Radna elektroda

—

I cm

Slika 3.26. Amperometrijski detektor sa tankoslojnom ¢elijom za HPLC

U paralelnoj konfiguraciji, dve elektrode se rotiraju tako da je osa
izmedu njih na 90° u odnosu na protok eluata. Ovim dvema radnim
elektrodama mogu biti saopsteni razli¢iti potencijali u odnosu na referentnu
elektrodu Sto Cesto ukazuje na Cistocu pika. Alternativno jedna radna
elektroda moZe funkcionisati kao anoda, a druga kao katoda §to omogucava
simultanu detekciju i oksidansa i reduktora.

Za razliku od amperometrijske detekcije koja je niskoefikasna jer
samo mala koli¢ina analita izreaguje pri detekciji, kulometrijska detekcija je
visokoefikasna jer sva koli¢ina analita izreaguje pri ¢emu se meri ukupna
utroSena kolic¢ina naelektrisanja.

Rad konduktometrijskih detektora zasniva se na merenju elektricne
provodljivosti rastvora, veli¢ine koja je direktno proporcionalna
koncentraciji jona. Postoje dva tipa detektorskih celija - kontaktna i
beskontaktna. Kod kontaktnog detektora (slika 3.27), elektrode su u
direktnom dodiru sa eluatom. Iako se elektrode izraduju od otpornih
materijala (nerdajuéi celik, Pt, Au), postepeno se zagaduju komponentama
uzorka. U slucaju beskontaktne celije, elektrode su razdvojene od eluata
izolatorom, te zbog odsustva direktnog kontakta, nema kontaminacije
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elektroda. Ovi detektori su univerzalni za jone, registruju svaku jonsku vrstu
i, za razliku od velike veCine detektora, sposobni su da registruju i
neorganske katjone i anjone. Pored toga konduktometrijski detektori su
nedestruktivni (usled koris¢enja naizmeni¢ne struje ne dolazi do elektrolize
I polarizacije elektroda). Dodatna prednost je jednostavna minijaturizacija
koja ne narusava karakteristike, tako da se moze koristiti i u hromatografiji
ili kod elektroforeze na Cipu.

Slika 3.27. Konduktometrijski detektor
3.3.6.8. Masenospektrometrijski detektori

Kombinacija HPLC i masenog spektrometra kao detektora je idealna
kombinacija za razdvajanje, detekciju i kvantifikaciju analita uzorka jer je
MS detektor i univerzalan i selektivan. Blok dijagram tipicnog LC-MS
sistema prikazan je na slici 3.28. Prednost MS detektora u pogledu
kvalitativne analize je taj sto sama HPLC ima vrlo ograni¢ene mogucnosti
za identifikaciju, budué¢i da je jedina informacija koju nudi retenciono
vreme. S obzirom na to da je poznato preko 100 miliona hemijskih
jedinjenja, retenciono vreme ne omogucava jednozna¢nu identifikaciju
detektovanog pika. Uobicajeni spektrometrijski HPLC detektori (UV-vis,
fluorescentni) takode daju veoma malo strukturnih informacija, za razliku
od MS koji u mnogim slufajevima omogucava delimi¢no ili potpuno
rasvetljavanje strukture, odredivanje molekulske mase, kao i tacnu
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kvantitativnu analizu. Takode omogucava da se nerazdvojeni pikovi mogu
izolovati pra¢enjem samo odabrane mase. LC—MS tehnika moze obezbediti
otisak prsta odredenog analita umesto da se oslanja na retenciono vreme kao
u konvencionalnoj HPLC.

r-——- " - =-""=-"=- =- = |
. | ; |
HPLC Jonski [ | Maseni .| Detektor| |
sistem izvor ; analizator | = jona |
| Vakuum sistem |
S —_— —
Y
Sistem za
obradu
podataka

Slika 3.28. Blok dijagram tipi¢nog LC—MS sistema

Sli¢no kao i u GC, MS je od velike pomo¢i u identifikaciji analita
nakon eluirajanja sa hromatografske kolone. Medutim, povezivanje HPLC
sa MS detektorom pocinje da se primenjuje u vecoj meri tek 1980-ih
godina, dve decenije nakon GC—MS. Uzrok njihovog sporog razvoja su
problemi u povezivanju dva, u mnogim aspektima nekompatibilna
instrumenta. Najveci problem je Cinjenica da je te¢nu mobilnu fazu visokog
protoka (1 mL/min) potrebno uvesti u maseni spektrometar, koji radi pod
visokim vakuumom (10°° bar), a bez narusavanja vakuuma. Dodatno,
vecina uobicajenih aditiva za mobilnu fazu su neisparljivi sto bi odmah
dovelo do kontaminacije i blokade jonskog izvora MS. Pored toga, problem
je i jonizacija termolabilnih i/ili neisparljivih analita, koji nisu kompatibilni
sa elektronskom i hemijskom jonizacijom. Isto tako, budu¢i da su mnoga
jedinjenja koja se razdvajaju primenom LC—MS mnogo sloZenija i njihova
fragmentacija je sloZenija. Razvijen je veliki broj razli¢ith LC-MS
interfejsa, od kojih ¢e ovde biti opisano samo nekoliko savremenih,
najéesce koriséenih.
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Kao §to je ve¢ napomenuto, najveci problem pri kuplovanju LC i
MS predstavlja mobilna faza, koja kontinualno dolazi u jonski izvor, a ¢ije
bi isparavanje narusavalo visoki vakuum neophodan za rad analizatora i
detektora MS. U pocetku razvoja LC-MS su primenjivane tehnike
jonizacije razvijene za GC-MS, kao i za samostalni MS sa El, ClI,
matriksom potpomognuta laserska desorpcija i jonizacija (eng. Matrix-
Assisted Laser Desorption-lonization, MALDI) i bombardovanje brzim
atomima (eng. Fast Atom Bombardment, FAB). Da bi se to realizovalo u
pocetku su primenjiveni interfejsi kod kojih se jonizacija izvodila pod
vakuumom:

e Direktan unos te¢nosti (eng. Direct Liquid Introduction, DLI) -
uvoden efluent niskog protoka,

e Termosprej (eng. ThermoSPray, TSP) interfejs - eluat iz HPLC
kolone se zagreva tac¢no toliko koliko je potrebno da mobilna
faza ispari pre ulaska u jonsku komoru,

e Particle Beam (PB) interfejs tzv. MAGIC (eng. Monodisperse
Aerosol Generator for Chromatography) - pre ulaska analita u
jonski izvor vrsi se nebulizacija, isparavanje mobilne faze i
njeno isisavanje,

e Proto¢ni FAB (eng. Flow-FAB) interfejs - bombardovanje
tankog sloja eluenta brzim atomima ili jonima unutar jonskog
izvoraidr.

Od navedenih interfejsa 90-tih godina 20. veka najvise je
primenjivan TSP interfejs. Medutim, da bi se sSmanjilo opterecenje vakuum-
pumpe kod vecine navedenih sistema bilo je neophodno da se koriste ili
niski protoci mobilne faze (smanjena efikasnost razdvajanja i povecana
duzina trajanje analize) ili da se tok eluata deli pri ¢emu samo mali deo
uzorka dospeva u MS (smanjena osetljivost). Pored toga, posto je najéesce
koriS¢ena elektronska jonizacija koja je vrlo agresivna, ovi MS nisu
uspevali da bez fragmentacije jonizuju mnoge analite, niti su analizatori i
detektori bili sposobni da razdvoje i detektuju jone visokih vrednosti m/z.
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Sredinom poslednje dekade 20. veka u sve vecoj meri se koristi
jonizacija analita pri atmosferskom pritisku (eng. Atmospheric pressure
ionization, API):

e Hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku,

e Elektrosprej jonizacija (eng. ElectroSpray lonization, ESI),

e Fotojonizacija pri atmosferskom pritisku (eng. Atmospheric

Pressure Photoionization, APPI),

e MALDI i drugi.

Danas je najpopularni pristup primena niskog protoka eluata uz
jonizaciju pri atmosferskom pritisku. Zahvaljuju¢i veéoj fleksibilnosti
savremenih jonskih izvora, MS detektori za HPLC postali su ¢ak
umnogome bolji od originalnih detektora za GC.

U daljem tekstu ukratko ¢e biti prikazani sistemi jonizacije pri
atmosferskom  pritisku. Detalje mozete naéi u udZbenicima za
instrumentalnu analizu ili isklju¢ivo o masenoj spektrometriji.

Elektrosprej jonizacija. Elektrosprej jonizacija je tehnika meke
jonizacije kod koje se joni formiraju direktno iz te¢ne faze (rastvora).
Generisanje jona teCe wu tri faze: rasprSivanje (nebulizacija),
naelektrisavanje, desolvatacija i isparavanje jona. Na slici 3.29 je prikazana
sema elektrosprej jonskog izvora.

Eluent sa kolone se rasprSuje u fine kapljice pomocu rasprSivaca
(nebulizator). Igla rasprsivaca tj. mlaznica je uzemljena, a oko nje je
postavljena polucilindri¢na elektroda pod visokim naponom od nekoliko
kV. Visok napon izmedu igle i elektrode (koje se nalaze najceSce na
rastojanju od 1-3 cm) formira jako elektriéno polje koje dovodi do
disperzije eluata u aerosol visokonaelektrisanih elektrosprej kapljica. Kod
pneumatske ESI, proces je potmognut koncentricnim tokom gasa za
rasprSivanje (npr. Ny) pod pritiskom. Uloga ovog gasa je da pored
poboljsanja rasprsivanja, usmeri kapljice koje izlaze iz vrha kapilare prema
masenom spektrometru. Dimenzije naelektrisanih kapljica se smanjuju
isparavanjem mobilne faze Sto je potpomognuto protokom azota (gasom za
susenje). Smanjenje kapljica dovodi do porasta gustine naelektrisanja sve
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dok odbojne elektrostaticke (Coulomb-ove) sile ne nadvladaju kohezione
(povrsinski napon), nakon ¢ega dolazi do tzv. kulonovske eksplozije, tj. do
razbijanja na manje kapljice, nakon ¢ega se proces ponavlja (slika 3.30). Na
kraju, jako elektri¢no polje na povrsini mikrokapljica dovodi do izbacivanja
jona iz rastvora u gasnu fazu.

Komora za jonizaciju/oblast atmosferskog pritiska ! Maseni spektrometar/
! oblast visokog vakuuma

Protok N> (g) (gas
za rasprsivanje)

Analit u
gasnoj fazi

Analit u
rastvoru

L——— 5
—

Protok Nj(g) /
Igla raspriivaca
Naelektrisane ES kapi (aerosol)

Suprotno naelektrisana elektroda

nu m

\

Zagrejana kapilara
(100-300 °C)

Slika 3.29. Sema ESI izvora

Molekuli analita  Isparavanje  Coulumb-ova  ©Ogoljeni joni
rastvaraca fisija analita
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roditeljska kaplica Naelektrisana kapljice

l Taylor-ov konus kapljicapri ~ potomaka
Rayleigh-oj granici
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Slika 3.30. Sematski prikaz procesa u ESI izvoru

Mlaznica

Sastav mobilne faze u velikoj meri uti¢e na proces rasprSivanja i
jonizacije. Mobilne faze sa visokim povr§inskim naponom i/ili viskoznos$¢u,
kao $to su faze sa visokim udelom vode, nepozeljne su jer vode formiranju
kapljica velikih dimenzija. Visoke koncentracije pufera su pozeljne jer
dovode do nastanka manjih kapljica. Medutim, mora se voditi raCuna o
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koncentraciji pufera jer u koncentracijama iznad mM dovode do nelinearne
zavisnosti odgovora od koncentracije analita. Protok mobilne faze takode
uti¢e i na veli¢inu kapljica i na koli¢inu naelektrisanja po kapljici, Sto se
odrazava na izgled spektra. Kod klasicnog ESI, jonizacija je najefikasnija
pri protoku od 5-100 pL/min, $to zahteva upotrebu kapilarnih kolona ili
deljenje toka. Koris¢enje pneumatski potpomognutog elektrospreja i/ili
zagrejanog jonskog izvora omogucava koris¢enje visih protoka (Cak i preko
1 mL/min).

Joni u parnoj fazi su privuceni od strane suprotno naelektrisanog
ulaza u kapilaru i prosleduju se dalje u MS. Polaritet kapilare odreduje koji
¢e joni biti uzorkovani — kod pozitivne jonizacije (eng. Positive lonization,
PI) ulaz u kapilaru je negativno naelektisan i uvlaci katjone (pogodno za
odredivanje amina, amida, peptida itd.), dok u negativhom modu (eng.
Negative lonization, NI) je suprotno od PI (pogodno za odredivanje
karboksilnih i sulfonskih kiselina, fenola, konjugovanih metabolita (fosfati,
sulfati, glukuronidi) itd.). Tipi¢ni joni u Pl modu su:

[M+H] " - protonovan molekul,
[M+Na] *; [M+K] " .....- adukti,
[M+CH3CN+H] " - protonovani adukti sa rastvaraéem,

au NI modu:

[M—H] - deprotonovan molekul;
[M-HCOQT, .... — adukti.

Vec¢ina ESI izvora koristi ortogonalnu geometriju, kod koje je
kapilara postavljena pod uglom od 90° u odnosu na kapilaru rasprsivaca.
Zahvaljujuéi ovakvom dizajnu, neisparene kapljice i nenaelektrisane Cestice
se prosleduju u odvod otpada i na taj nadin ne blokiraju otvor za
uzorkovanje i ne ulaze u kapilaru.

Mobilna faza treba da ima takvu pH-vrednost da analiti budu
maksimalno jonizovani tj. da budu u obliku [M—H]  ili [M+H] *. Ukoliko je
pH-vrednost mobilne faze manja od 7 (kisela sredina) tj. pH << pK, uslovi
su pogodni za odredivanje baza, koriste¢i Pl modul ESI, dok je za analizu
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kiselina potrebno da je pH >> pKj tj. bazna sredina koriste¢i NI modul ESI.
Medutim, postoje neki izuzeci od ovog opsteg pravila. Naime uoceno je da
je i pri visokim vrednostima pH (bazna sredina) koje su znatno viSe od
optimalne, Pl modul ESI pogodan za odredivanje baza. Protonovanje i
deprotonovanje pogodno je za jonizaciju niza biomolekula, ukljucujuci
proteine, nukleinske Kkiseline, vitamine, koenzime, mnoge polisaharide,
konjugate (sa sumpornom, fosfornom, glukuronskom kiselinom) itd. Naime,
zbog visestrukog naelektrisanja moguce je primeniti jednostavne
kvadrupolne analizatore za analizu proteina sa velikom molarnom masom.

Mnoga jedinjenja, kao npr. Seceri ili triacilgliceroli, koja nemaju
permanentnu Sarzu i ne podlezu transferu protona takode se mogu analizirati
zahvaljuju¢i formiranju nekovalentnih kompleksa sa jonima iz rastvora. U
slu¢aju kompleksiranja katjonima (Na*, K*, NH," i Li*) proces se naziva
katjonizacija, a u slu¢aju kompleksiranja anjona (HCOO , CH3COO", CI,
H,PO,") anjonizacija. Joni mogu biti dodati (npr. 20 uM CH3COONa za
gradenje Na'-adukata), poticati iz mobilne faze (HCOOH i CH3COOH) ili
predstavljati ne¢istoée (Na* i K" iz staklenih boca za mobilnu fazu).

Jedinjenja koja se ne mogu jonizovati nijednim od navedenih
mehanizama jonizacije, kao $to su alkani, nije moguce registrovati ESI-MS
tehnikom.

Kao §to je ve¢ ranije napomenuto ESI je tehnika meke jonizacije i
pri uobicajenim uslovima ne dolazi do fragmentacije molekula, sto je slucaj
sa npr. elektronskom jonizacijom kod GC-MS (odeljak 2.4.5). Ako je
potrebna fragmentacija jona pri primeni ESI, ona se mora naknadno izazvati
razli¢itim postupcima, najéesce kolizijom sa molekulima inertnog gasa.

Hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku. Hemijska jonizacija
pri atmosferskom pritisku je analogna jonizacionoj tehnici Cl. Znacajna
razlika izmedu ove dve tehnike je ta da se APCI odigrava pri atmosferskom
pritisku i da ima glavnu primenu u oblasti jonizacije jedinjenja male mase.
Pored toga, APCI nije pogodna za analizu termolabilnih jedinjenja.

Posto primenom ESI nije mogucée analizirati nepolarna jedinjenja,
kao S§to su ugljovodonici, steroidi itd., jer se ne mogu jonizovati u
zadovoljavajuc¢oj meri (ili uopste nije moguce), razvijena je alternativna
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tehnika, hemijska jonizacija pri atmosferskom pritisku. Slicno kao i kod
ESI, eluat se rasprSuje pneumatskim rasprsivacem (slika 3.31) pri cemu se
najve¢i deo mobilne faze uklanja prilikom prolaska mikrokapljica kroz
grejaé — ispariva¢ (oko 400 °C). Nastale neutralne Gestice prolaze kroz
koronu — elektri¢no praznjenje koje se formira na vrhu igle. Joni iz plazme
predaju naelektrisanje molekulima analita, jonizuju¢i ih pritom procesima
protonacije/deprotonacije ili razmene naelektrisanja. U Pl modu, jon-
reagensi su protonovani joni mobilne faze (SH*), a u NI su Oy, njegovi
hidrati i klasteri ([S-H]"). Da bi doslo do protonacije analita u PI modu
neophodno je da je afinitet analita prema protonu vec¢i nego eluenta
(jednacina 3.3), odnosno deprotonacije analita u NI modu da je afinitet
analita prema protonu manji nego eluenta (jednacina 3.4). Joni analita
bivaju privuceni od strane suprotno naelektrisanog kraja kapilare 1
prosledeni dalje u MS.

Gas za rasprSivanje

7 //{//‘{///
Girejag Hemijska
LC —\ Gas jonizacija
S MS

cat T ——~ ©°° R N )
— —~ 5 astvaraC, ™ < Joni rastvaraca,

W/// uzorak / Joni analita

Make-up gas Igla za nastajanje korone

Slika 3.31. Sema APCI jonskog izvora

SH" "+ M — S+ MH" (3.3)
[S-H] + M —» S +[M-H] (3.4)

APCI je efikasna, relativno blaga tehnika jonizacije i moze se
primeniti i pri relativno visokim protocima mobilne faze (0,5-2 mL/min).
Moze se koristiti za jedinjenja niske do umerene polarnosti (masne kiseline,
PAH, PCB i dr.), kao i za jedinjenja koja ne poseduju ni kisele ni bazne
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grupe (ugljovodonici, alkoholi, karbonilna jedinjenja, estri i dr.), $to je ¢ini
komplementarnom ESI.

Fotojonizacija pri atmosferskom pritisku. Tehnika fotojonizacije
pri atmosferskom pritisku je relativno nova tehnika, razvijena nakon ESI i
APCI za potrebe analize jedinjenja koja se ovim dvema tehnikama slabo
jonizuju, kao §to su nepolarna jedinjenja (slika 3.32). APPI tehnika mnogo
je manje zastupljena od ESI i APCI. Medutim, ona omogucava da se, kao
§to je napomenuto, i neutralna, nepolarna jedinjenja analiziraju LC-MS
tehnikom, pri Cemu se ¢esto postize mnogo bolja osetljivost.

~ 100.000
2]
<
£ 10.000]
£
72
= 1000 | APPI
=
~
S _

100
=

Nepolaran Veoma polaran

Polarnost analita

Slika 3.32. Oblast primene ESI, APCI | APPI

Kod APPI tehnike eluent isparava na sli¢an nacin kao i kod APCI,
nakon Cega se ozraCivanjem UV fotonima (umesto koronom u APCI)
pobuduju molekuli mobilne faze i aditiva — dopanta, a koji dalje jonizuju
molekule analita (slika 3.33).

UV zraci mogu da jonizuju samo molekule ¢ija je energija jonizacije
niza od energije fotona (10 eV). Pod dejstvom UV lampe se odigrava niz
procesa:

M+hv—>1\*/l*
Si—hv—>S
M +hh—>A+B
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Slika 3.33. Sema APPI jonskog izvora

Medutim, ovi procesi fotojonizacije su Cesto neefikasni zbog
interakcija fotona sa neutralnim molekulima. Zbog toga, uobiCajeno je
dodavanje dopanta (D), rastvaraca koji ima energiju jonizacije ispod 10 eV.
Nastali D" joni dalje reaguju sa molekulima analita i rastvaraca generisuci,
pored ostalog, [M+H]" jone:

D+hv—D"

D"+M—-D+M"

D" +nS — [D"S]

[D"S)] — Sn" + D

[D7'Sn] — [Sn*+H]" + [D-H]'

[Sh+ H]" +M — [M+S,+H]" — [M+H] ™+ nSi dr.

Kao dopanti se najceS¢e koriste toluen, aceton pojedinacno ili u
smesi.

APPI se moze koristiti 1 u NI modu pri ¢emu se jonizacija odigrava
termalnim elektronima koji su nastali fotojonizacijom dopanta ili emisijom
1z metalnih povrSina jonskog izvora.

Za neke slozene smese, LC—MS sistem ne daje dovoljno dobru
rezoluciju. Pored toga buduci da su API tehnike uglavnom tehnike meke
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jonizacije te pri uobicajenim uslovima ne dolazi do fragmentacije molekula,
ukoliko je fragmentacija potrebna u cilju proucavanja strukture molekula
ona se mora naknadno izazvati razli¢itim postupcima, najéesce kolizijom sa
molekulima inertnog gasa. To se postize spajanjem dva ili viSe masenih
analizatora tj. formiraju se tandemski maseni spektrometri, LC-MS/MS
instrument (slika 3.34). Tandemski maseni spektrometri obi¢no su trostruki
Cetveropolni sistemi ili spektrometri sa ¢etveropolnom jonskom zamkom.
Da bi se postigla veca rezolucija nego §to se moze posti¢i primenom
kvadrupolonog masenog analizatora, krajnji maseni analizator u
tandemskom MS sistemu moze biti maseni analizator na bazi vremena
preleta jona. Sektorski maseni spektrometri takode se mogu kombinovati za
dobijanje  tandemskih sistema. Maseni spektrometar sa  Furije-
transformisanom jonskom ciklotronskom rezonancom, kao i maseni
spektrometar sa jonskom zamkom mogu da rade tako da se obezbedi ne
samo dvofazna masena analiza, ve¢ i eksperimenti n-tog reda. Takvi MS"
sistemi omogucavaju eksperimente n-tog reda unutar jednog analizatora
mase. Oni mogu biti kombinovani sa LC sistemima u instrumentima
LC-MS", LC-MS sistemi su uvek kompjuterski kontrolisani. Pomoéu ovih
instrumenata mogu se dobiti hromatogrami i spektri eluiranih pikova kako u
realnom vremenu, tako i rac¢unarom rekonstruisani. Akvizicija podataka je
sli¢cna kao 1 kod GC—MS (odeljak 2.4.5).

Slika 3.34. Izgled savremenog LC—MS/MS instrumenta
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3.4. PODEONA HROMATOGRAFIJA

Najcesce koris¢en tip HPLC je podeona hromatografija, u kojoj je
stacionarna faza neka druga te¢nost koja je nemesljiva sa te¢cnom mobilnom
fazom. U pocetku se uglavnom primenjivala za nejonska, polarna jedinjenja
niske do umerene molekulske mase (obi¢no < 3000). Kasnije su, medutim,
razvijene metode (derivatizacija i jonski parovi) koje su prosirile oblast
primene podeone hromatografije i na jonska jedinjenja.

Kod ranijih oblika podeone hromatografije koris¢ene su kolone kod
kojih je tecna stacionarna faza bila adsorbovana na ¢vrstoj inertnoj podlozi,
tj. teCnost je bila fiksirana fizickom adsorpcijom. Posto je u ovom slucaju
teCna stacionarna faza nestabilna, njena primena u savremenoj HPLC nije
Cesta. Danas se u modernim HPLC sistemima koriste kolone kod kojih je
teCna stacionarna faza hemijski vezana za ¢vrst nosac, kao §to su npr. Cyg-
kolone, kod kojih se dugi ugljovodoni¢ni nizovi ponaSaju kao tecnost. Kao
posledica hemijskog vezivanja ova pakovanja se karakterisu visokom
stabilnosc¢u i nerastvorljivos¢u u mobilnoj fazi. Kolone sa hemijski vezanom
stacionarnom fazom su takode kompatibilne sa tehnikom gradijentnog
eluiranja. Stoga ¢e nadalje diskusija biti usresredena isklju¢ivo na podeonu
hromatografiju sa hemijski vezanom stacionarnom fazom.

3.4.1. Kolone sa hemijski vezanom stacionarnom fazom

Nosa¢i za vec¢inu hemijski vezanih stacionarnih faza za podeonu
hromatografiju se pripremaju od silicijum-dioksida (silika) ili kompozita na
bazi silike. Ove cvrste supstance su formirane kao jednoli¢ne, porozne,
mehanicki Cvrste Cestice koje obi¢no imaju pre¢nik od 1,5 do 10 um pri
¢emu su najcesce veliCine Cestica od 3 do 5 pm. PovrSina potpuno
hidrolizovanog silikagela (hidrolizovana zagrevanjem sa 0,1 M HCI tokom
jednog ili dva dana) ima hemijski reaktivne silanolne grupe (slika 3.35).
Povrsina silike najéesée sadrzi oko 8 umol/m? OH-grupa i ima povrsinu od
100 do 300 m?/g. Vazno je napomenuti da se silicijum-dioksid rastvara u
baznoj sredini pa se stoga ne sme koristiti iznad pH 8.
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Slika 3.35. Struktura povrsine silikagela

Najcesce korisceni za hemijsko vezivanje faze su siloksani koji
nastaju reakcijom silanizacije hidrolizovane povrsine sa organohlorsilanom
(slika 3.36).

v /s / ,/CHs
—Si—OH+Cl—Si—R—=>—S1—0—Si—R
% \cx, \ NeH,

Slika 3.36. Reakcija silanizacije. R je neka alkil-grupa ili neka supstituisana
alkil-grupa

Prekrivanje povrsine silanizacijom ogranieno je na 4 pmol/m? ili
manje zbog sternih razloga. Neizreagovale Si-OH grupe daju nepoZeljnu
polarnost povrsine, $to moze da dovede do pojave repa na hromatografskim
pikovima (tzv. tejlovanja), naroc¢ito ukoliko je bazna sredina. Da bi se
smanjio ovaj uticaj, siloksansko pakovanje se ¢esto sekundarno modifikuje
daljom reakcijom silanizacije sa kratkolananim agensima kao npr.
trimetilhlorsilanom (proces poznat kao end-capping), koji se zbog svoje
manje veli¢ine, moze vezati za neke neizreagovale silanolne grupe (slika
3.37). Alternativno, mobilnoj fazi mogu da se dodaju Kkiseline kao
maskirajuci agensi, koje maskiraju slabe silanolne interakcije, kao i katjoni
(Li*, Na*, K" ili Ca*" ili R4N") koji spre¢avaju jage interakcije.
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Slika 3.37. Reakcija silanizacije i ,,end-capping” rezidualnih silanolnih
grupa

Pakovanje kolone u normalno- i revezno-faznoj hromatografiji.
Razlikuju se dve vrste podeone hromatografije na osnovu polarnosti
mobilne i stacionarne faze. U pocetku razvoja HPLC primenjivane su vrlo
polarne stacionarne faze sa OH-grupama, kao $to su na primer trietilen-
glikol ili voda, s jedne strane, i manje polarna mobilna faza kao §to je
heksan ili i-propil-etar, s druge stane. 1z istorijskih razloga, ova vrsta
hromatografije danas se naziva normalno-fazna hromatografija. Kod
NPC, najmanje polarna komponenta se prvo eluira, da bi se sa
povecavanjem polarnosti mobilne faze skracivalo vreme eluiranja. S druge
strane Sto je analit polarniji jace se vezuje za stacionarnu fazu i duZe se
zadrzava u koloni.

U reverzno-faznoj hromatografiji, kako joj samo ime kaze,
situacija je obrnuta, tj. stacionarna faza je nepolarna, ¢esto ugljovodonik, a
mobilna faza je smeSa polarnih rastvaraa (kao Sto su voda, metanol,
acetonitril ili tetrahidrofuran). U ovom slu€aju se najpolarnija komponenta
prvo eluira, a povecavanje polarnosti mobilne faze produzava vreme
eluiranja. Ovi odnosi su prikazani na slici 3.38.
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Normalno-fazna hromatografija Reverzno-fazna hromatografija

Niska polarnost mobilne faze Visoka polarnost mobilne faze
C M 4 B &
——Vreme—)p —Vreme —p
Umereno polarna mobilna faza Umereno polarna mobilna
M/‘I\ AVUBUC
——Vreme—)p —Vreme —p

Polarnost analita: A> B > C.

Slika 3.38. Relacija izmedu polarnosti i duzine eluiranja kod NPC i RPC

Kao $to se moze videti sa slike 3.1, normalno-fazna hromatografija i
adsorpciona hromatografija znacajno se preklapaju. Zapravo, Cini se da je
zadrzavanje kod vecine tipova normalno-fazne hromatografije posledica
procesa adsorpcije i desorpcije.

Pakovanja sa hemijski vezanom fazom se klasifikuju kao reverzna
faza kada je hemijski vezana faza nepolarnog karaktera i kao normalna
faza kada sadrzi polarne funkcionalne grupe. Procena je da se tri puta ¢esce
HPLC razdvajanja vrSe u kolonama sa pakovanjima sa reverznom fazom.
Glavna prednost razdvajanja primenom reverzne faze je ta Sto se kao
mobilna faza moZe koristiti voda, jer je voda jeftin, netoksi¢an, UV-
transparentan rastvara¢ kompatibilan s bioloSkim analitima. Takode, prenos
mase je brz sa nepolarnim stacionarnim fazama, kao Sto je ravnoteZa
rastvaraca posle gradijentnog eluiranja. Najcesc¢e R-grupe (slika 3.36) su n-
oktadecil (Cg, Cesta skracenica ODS), n-oktil (Cg), fenil, Fs-fenil i dr. Na
slici 3.39 prikazan je uticaj duzine lanca alkil-grupe na retenciono vreme.
Kao $§to se moZe videti sa porastom duzine lanca zadrZavanje na
stacionarnoj fazi eksponencijalno raste (slika 3.39). Pored toga, ve¢a duzina
lanca omoguca analizu i vece kolic¢ine uzoraka. Tako na primer, maksimalna
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koli¢ina uzorka ukoliko je vezana grupa Cig je otprilike duplo veca od one
za C, pri sli¢nim eksperimentalnim uslovima.

Metil p Oktil Oktadecil
123 5]
TH1 ! L
1 2 .‘
I | | 34 6 | ??4
' ‘ | |1 3 By 5
“ L 1 | | ‘ I ‘ | 6
‘ | | ‘I
I‘,.||\ ‘ 1 | |‘w | 1 | ‘ I
H {:l | ‘ | .‘:|!' H! I \I‘ .‘.‘rl
Lelilolals Ledalolulodolall Lololobabalobol ol ilalol
02 4 6 8 0 24 6 810121416 0 2 4 6 8 101214 1618 2022 24

Vreme (min) Vreme (min) Vreme (min)
Slika 3.39. Uticaj duzine alkil-lanca stacionarne faze na retenciono vreme
odabranih jedinjenja

Mehanizam pomoc¢u kojeg ove povrSine zadrzavaju analit nije
sasvim jasan. Razvijene su dve teorije kojima se objasnjava mehanizam
retencije i razdvajanja na vezanim RP fazama — solvofobna i teorija
raspodele. Prema solvofobnoj teoriji, retencija analita vise je povezana sa
solvofobnim interakcijama sa mobilnom fazom, nego sa specificnim
interakcijama sa stacionarnom fazom. Prema teoriji raspodele, stacionarna
faza ima vazniju ulogu u procesu retencije. Smatra se da je analit u
potpunosti ,uronjen” izmedu lanaca stacionarne faze (umesto prosto
adsorbovan na njenoj povrsini) koja se ponasa kao tecnost. Moze se re¢i da
se uspostavlja raspodela izmedu mobilne i stacionarne faze. Pretpostavlja se
da je stvarni mehanizam retencije verovatno kombinacija oba navedena, pri
cemu je raspodela vaznija kod stacionarne faze sa duzim lancima, a
adsorpcija kod stacionarne faze sa kra¢im. Bez obzira na detaljni
mehanizam zadrZavanja, vezana faza se obi¢no moze tretirati kao
konvencionalno, fizi¢ki zadrzana te¢nost.

Zahvaljujuéi Sirokom spektru razlicitih podloga, vezanih grupa (-O-
SIR'R"'CygH37) 1 end-capping grupa, na trzistu je dostupan veliki broj Cig
faza razlicite selektivnosti, stepena sekundarnih interakcija sa baznim i
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kiselim analitima, stabilnosti i dr. Zbog toga, pri opisivanju
eksperimentalnog postupka, nije dovoljno navesti da je razdvajanje izvrSeno
na ,,Cig-koloni”, nego je neophodno precizirati koris¢enu stacionarnu fazu.

U ve¢ini primena RPC, mobilna faza je polaran rastvara¢, naprimer,
vodeni rastvor metanola, acetonitrila ili tetrahidrofuran. U ovom rezimu
rada mora se voditi raCuna da pH-vrednost mobilne faze ne bude veca od
pH 8, jer dolazi do disocijacije i rastvaranja silikagela. Isto tako, hidroliza
siloksana odigrava se i u alkalnim rastvorima, $to dovodi do razgradnje ili
uniStavanja hemijski vezane faze. S druge strane, kisela hidroliza siloksana
ograni¢ava mogucnost primene mobilne faze ¢iji je pH ispod 2. Radni opseg
stacionarne faze u pogledu pH moze se prosiriti njenom modifikacijom, tj.
uvodenjem dodatnih funkcionalnih grupa. Tako na primer ako su
voluminozne izobutil-grupe vezane za atome silicijuma vezane faze (slika
3.40), stacionarna faza je zasticena od napada HsO" i stabilna je tokom
duzeg perioda pri niskom pH, ¢ak i na poviSenoj temperaturi (naprimer, pH
0,9 na 90 °C).

—
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Slika 3.40. Uvodenje voluminoznih izobutil-grupa §titi siloksanske veze od
hidrolize pri niskim vrednostima pH

U komercijalnim pakovanjima kolona sa normalnom fazom, R u

siloksanskoj strukturi je polarna funkcionalna grupa kao S$to je cijano
-(CH2)2CN; diolna, -(CHz)zOCHzCH(OH)CHon; amino, -(CH3)2NH2; idr.
Polarnost ovih materijala za pakovanje variraju u znatnom rasponu, pri
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¢emu je cijano-tip najmanje polaran, diolna faza umereno polarna, a amino-
tipovi faza najpolarniji. Kod pakovanja sa normalnom fazom, mobilna faza
je relativno nepolaran rastvarac, kao §to su etil-etar, hloroform i n-heksan.

3.4.2. Razvoj metoda u podeonoj hromatografiji

Razvoj metoda u HPLC je slozeniji nego u GC, jer u te¢noj mobilnoj fazi
dolazi do interakcije analita i sa stacionarnom i sa mobilnom fazom.
Medutim, u GC mobilna faza samo prenosi analite kroz stacionarnu fazu i
ne doprinosi efikasnosti separacionog procesa. Dakle, na efikasnost
separacije u GC ne uti¢e znacajno primenjena mobilna faza, tj. da li je u
pitanju helijum, azot ili vodonik. Za razliku od toga, uspesnost razdvajanja
primenom podeone hromatografije cesto u velikoj meri zavisi od
primenjene mobilne faze tj. da li je na primer acetonitril, heksan ili dioksan.

Izbor kolone u podeonoj hromatografiji. Uspesno hromatografsko
razdvajanje sa interaktivnim mobilnim fazama zahteva pravilan balans
intermolekularnih sila izmedu tri ucesnika procesa razdvajanja - analita,
mobilne 1 stacionarne faze. Ove intermolekularne sile su kvalitativno
opisane u odnosu na njihovu relativnu polarnost. Polarnost funkcionalnih
grupa  razli¢itth  analita  povetava se u  sledetem  nizu:
ugljovodonici<etri<estri<ketoni<aldehidi<amidi<amini<alkoholi. Voda je
polarnija od jedinjenja koja sadrze bilo koju od prethodnih funkcionalnih
grupa.

Cesto se kolone u podeonoj hromatografiji biraju vodeéi ra¢una da
je polarnost stacionarne faze slicnija polarnosti analita, dok je polarnost
mobilne faze znatno drugacija. Ovaj postupak je u principu mnogo uspesniji
pri razdvajanju analita u podeonoj hromatografiji od onog u kome su
polarnosti analita i mobilne faze sli¢ni, dok su razli¢iti od polarnosti
stacionarne faze. U ovom slucaju se stacionarna faza ¢esto ne moZe uspesno
,takmiciti” za analite uzorka, zbog Cega je retenciono vreme veoma kratko i

nije pogodno za prakti¢nu primenu, tj. retencioni faktor, K, je manji od 2. S
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druge strane, ukoliko je polarnost analita i stacionarne faze vrlo sli¢na i
veoma razli¢ita od mobilne faze, retencija je veoma duga $to takode nije
pogodno za prakti¢nu primenu, tj. K je znatno veci od 10.

Na osnovu svega izlozenog moze se zakljuciti da se na osnovu
polarnosti analita, polarnost mobilne i stacionarne faze moraju pazljivo
odabrati da bi separacija analita bila efikasna (dobro razdvojeni
hromatografski pikovi), a da analize ne traje dugo (2<k <10). Nazalost,
teorije interakcija mobilne i stacionarne faze za pojedine grupe analita
uzorka su nesavrSene, i u najboljem slucaju korisnik moze samo da suzi
izbor stacionarne faze. Kada se napravi uzi izbor kolone, neophodno je
izvesti odreden broj eksperimenata kako bi se optimizovali uslovi za
hromatografsku analizu, tj. odabrala odgovaraju¢a mobilna faza. Visok
stepen korelacije izmedu sastava mobilne faze i retencionih faktora moguce
je predvideti na osnovu samo nekoliko eksperimenata. Ako se pokaze da je
razdvajanje svih analita smeSe nemoguce, mozda je potrebno izabrati drugu
vrstu kolone.

Izbor mobilne faze u podeonoj hromatografiji. Poboljsanje
rezolucije hromatografske kolone se moze posti¢i promenom jednog od tri
parametra, N, kK i a (jedna¢ina 1.17). U HPLC eksperimentalno se najlakse
poboljsava rezolucija promenom retencionog faktora zbog njegove velike
zavisnosti od sastava mobilne faze. Kao S§to je ranije konstatovano,
optimalna vrednost k je u rasponu izmedu 2 i 10. Medutim, za sloZene
smese ovaj opseg se Cesto mora prosiriti na od 0,5 do 20 da bi se obezbedilo
dovoljno vremena da se pojave pikovi svih analita.

Medutim, ukoliko prilagodavanje vrednosti k ne da zadovoljavajuce
rezultate, tj. ne dobije se hromatogram sa dobro razdvojenim pikovima, tada
se varira i faktor a. | u ovom slucaju je najjednostavniji nacin optimizacije
promena sastava mobilne faze vode¢i racuna da k ipak ima navedene
vrednosti. Alternativno, a se moze menjati i izborom drugog pakovanja
kolona.
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Uticaj jacine rastvaraca na retencioni faktor. Rastvaraci koji
snazno reaguju sa analitom cesto se nazivaju ,,jakim” rastvaracima. Jacina
rastvaraca zavisi od prirode analita i stacionarne faze. Nekoliko indeksa je
razvijeno za kvantitativno opisivanje polarnosti rastvaraca, ali za podeonu
hromatografiju najpogodniji je indeks polarnosti, P’. Indeks polarnosti je
zasnovan na merenju rastvorljivosti analita u tri rastvaraca: dioksan (nizak
dipol proton akceptor), nitrometan (visoki dipol proton akceptor) i etanol
(visoki dipol proton donator). Indeks polarnosti je numericka mera relativne
polarnosti razli¢itih rastvarac¢a. U tabeli 3.3 su dati indeksi polarnosti (i
druga svojstva) za brojne rastvarate koji se Kkoriste u podeonoj
hromatografiji. Kao $to se moze videti indeks polarnosti varira od 10,2 za
visoko polarnu vodu do -2 za visoko nepolarne fluoroalkane. Bilo koji
indeks polarnosti izmedu ovih granica moze se posti¢ci meSanjem dva
odgovarajuca rastvaraca. Tako je indeks polarnosti P’ag smese rastvaraca A
i B dat slede¢im izrazom (jednacina 3.5):

gde su Pr i P indeksi polarnosti dva rastvaraca a @a i @g zapreminske

frakcije rastvaraca A 1 B.

Kao §to je u prethodnom odeljku istaknuto najlaks$i nacin za
poboljsanje hromatografskog razdvajanja dve komponente je manipulacija
sa k koji moze da se menja promenom indeksa polarnosti rastvaraca.
Podesavanje P' se lako postize upotrebom mobilnih faza koje se sastoje od
smese dva rastvaraca. Obi¢no promena za dve jedinice u P’ daje (priblizno)
deseterostruku promenu u k. Tako, pri razdvajanju primenom normalnih
faza vazi sledeca relacija (jednacina 3.6):

k_2:10(F’1‘—Pz')/2
kl
gde su ki i ky pocetna i krajnja vrednost za k za analite, a P’; i P’; su
odgovarajuci indeksi polarnosti. Za kolonu sa reverznom fazom vazi
sledec¢a relacija (jednacina 3.7):

(3.6)
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Ko _1n(P-P)/2
K =107 (3.7)
Treba naglasiti da ove jednacine daju samo priblizne vrednosti.

Posto se u NPC koristi polarna stacionarna faza sa povecanjem
polarnosti mobilne faze raste i njenja eluciona mo¢. S druge strane u RPC se
primenjuje nepolarna stacionarna faza te sa smanjenjem polarnosti mobilne
faze raste eluciona mo¢. U principu jacina eluenta raste ukoliko je mobilna
faza sli¢nija stacionarnoj fazi.

Cesto se u RPC koristi smesa rastvaraéa koja sadrzi jedan polarni
organski rastvara¢ (kao naprimer metanol (CH3OH), acetonitril (CH3sCN) ili
tetrahidrofuran (THF)) i vodu (ili vodeni pufer). Kombinacija ovih
rastvaraca obezbeduju dovoljan raspon dipolnih i vodoni¢nih interakcija sa
analitima da bi se omogucilo efikasno razdvajanje velikog broja jedinjenja u
RPC. Prva smeSa rastvarata koju bi trebalo isprobati je smeSa
acetonitril-voda. Acetonitril ima nisku viskoznost, $to omogucava relativno
nizak radni pritisak 1 omogucava detekciju u UV oblasti spektra do 190 nm.
Metanol je drugi izbor za organski rastvarac, jer ima viSu viskoznost i moze
se primeniti do 205 nm, dok je tetrahidrofuran tre¢i izbor, jer se moze
primeniti do 212 nm, sporo se oksiduje i1 sporo uspostavlja ravnotezu sa
stacionarnom fazom.

Retencioni faktor se moze kontrolisati promenom zapreminskog
udela organskog rastvaraca. Efekat takve kontrole je prikazan
hromatogramima na slici 3.40a i b. Ukoliko se eluira smeSom rastvaraca
acetonitril : voda 41 : 59 (v/v), k ima malu vrednost koja iznosi 5 (misli se
na poslednji pik) i svi analiti su eluirani u kratkom vremenu (~2 min) tako
da je razdvajanje uglavnom nepotpuno (slika 3.41a). Povecavanjem
zapreminskog udela vode na 70% (povecava se polarnost rastvaraca, a time
smanjuje eluciona moc¢), eluiranje se odvija tokom 7 min, tj. vrednost k je
dva puta veca (slika 3.41b). lako je ukupno vreme eluiranja dovoljno za
postizanje efikasnog razdvajanja, jedinjenja 1 i 3 nisu potpuno razdvojena, a
u manjoj merii5i6.
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Tabela 3.3. Osobine uobi¢ajenih mobilnih faza u HPLC

Rastvara¢ Indeks Viskoznost, Tacka Indeks JaCina
refrakcije® cP” klju¢anja, Polarnosti, eluenta®,
°C P’ &0

Fluoroalkani® 1,27-1,29 0,4-2,6 50-174  <-2 -0,25
Cikloheksan 1,423 0,90 81 0,04 -0,2
n-heksan 1,372 0,30 69 0,1 0,01
1-hlorbutan 1,400 0,42 78 1,0 0,26
Ugljentetrahlorid 1,457 0,90 77 1,6 0,18
I-propietar 1,365 0,38 68 2,4 0,28
Toluen 1,494 0,55 110 2,4 0,29
Dietiletar 1,350 0,24 35 2,8 0,38
Tetrahidrofuran 1,405 0,46 66 4,0 0,57
Hloroform 1,443 0,53 61 4,1 0,40
Etanol 1,359 1,08 78 4,3 0,88
Etil-acetat 1,370 0,43 77 4,4 0,58
Dioksan 1,420 1,2 101 4,8 0,56
Metanol 1,326 0,54 65 51 0,95
Acetonitril 1,341 0,34 82 58 0,65
Nitrometan 1,380 0,61 101 6,0 0,64
Etilenglikol 1,431 16,5 182 6,9 1,11
Voda 1,333 0,89 100 10,2 Velik
“na 25°C.

® Centipoaz je uobicajena jedinica za dinamicku viskoznost; Sl jedinica, 1 cP = 1 mN s/m?.
¢ Na Al,O3. MnoZenjem sa 0,8 dobija se £ na SiO,.
4 Svojstva zavise o rasponu molekulske mase datih podataka.

Uticaj mobilne faze na selektivnost. U mnogim sluc¢ajevima je
podesavanje vrednosti k dovoljno da bi razdvajanje analita uzorka bilo
zadovoljavajuc¢e. Medutim, kada se dva pika i nakon podeSavanje vrednosti
k preklapaju (kao Sto je slucaj na slici 3.41a 1 b), potrebno je povecati faktor
selektivnosti za ta dva analita. Povecanje o se najlakSe mozZe postici
promenom hemijske prirode mobilne faze, pri ¢emu se uglavnom zadrZava

ista unapred odredena vrednost za K. Najce$¢i pristup za ovu vrstu
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optimizacije naziva se ,,trougao selektivnosti rastvaraca” tj. koristi se
smesa dva ili tri organska rastvaraca. U ovom slucaju se uticaj mobilne faze
na selektivnost posmatra kao rezultat interakcije proton-donora, proton-
akceptora i dipolarnog karaktera (interakcija putem dipolarnih i
polarizacionih sila). Rastvaraci koji imaju ove interakcije su zatim izabrani
za statisticki dizajnirane eksperimente za pronalazenje optimalne smese
rastvaraca.

Za RPC tri rastvarata modifikatora su acetonitril, metanol i
tetrahidrofuran. Voda se zatim koristi za podeSavanje jaCine smeSe
rastvaraca 1 dobijanje odgovaraju¢e vrednosti K. Tri binarne smese
rastvaraca (voda plus modifikator) defininSu tri vrha trougla rastvaraca kao
Sto je prikazano na slici 3.42. Obi¢no je sedam do deset eksperimenata
dovoljno da se definiSe sastav rastvaraca koji ¢e dati najbolju selektivnost za
pogodan k opseg. Takode je koris¢eno nekoliko drugih Sema statistickog
dizajna, kao §to su puni faktorski dizajni, ali ovaj pristup zahteva vise
eksperimenata. Takode su dostupni softveri koji olaksavaju optimizaciju
sastava mobilne faze. Pored toga, softveri za simulaciju, kao naprimer
DriLab (Molnar-Institute), ChromSwordAuto (ChromSword), LCSimulator
(ACD/Labs), OSIRIS (Kromatek), HPLC Simulator, i dr. se ¢esto koriste za
razvoj i optimizaciju metode.

Slika 3.41 b—e) ilustruje sistematski ,trougao selektivnosti
rastvaraca” pristup za razvoj metode razdvajanja Sest jedinjenja primenom
RPC. Kao $to je ve¢ napomenuto sa k = 10 za komponentu 6, postoji prostor
na vremenskoj skali za diskretne pikove, medutim, a vrednost za
komponente 1 i 3 (a u manjoj meri i 5 i 6) nije dovoljno velika za
zadovoljavajucu rezoluciju. Zatim su uradeni dodatni eksperimenti da bi se
nasle bolje vrednosti za a pri ¢emu je u svakom slucaju udeo vode podesen
na nivo koji je dao k = 10 za poslednji eluiran analit. Rezultati
eksperimenata sa smesama metanol—voda i tetrahidrofuran—voda prikazani
su na slici 3.41c 1 d. IzvrSeno je nekoliko dodatnih eksperimenata koji su
ukljucivali sistematsku varijaciju parova dva organska rastvaraca (u svakom

sluc¢aju Kk ja podesen na 10 pomocu vode). Kona¢no, sastav mobilne faze
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primenom koje je dobijen hromatogram prikazan na slici 3.41e odabran je
kao optimalan za odvajanje posmatrane grupe jedinjenja.

1.2.3 1.3
41% CH3CN 30% CH3CN
59% Ho0 70% Ho0
k=5 k=10
2
4
5
4
6
26
|I|II|I|II|\III|
0 5 10 15 0 5

Vreme (min)

Vreme (min)

(a) (b)
1
L ,  11%CHj
2 49% CHCN 2
b fonmiey | 21% THF 3 12%THF
——— 79% Ha0 77% H,0
k=10 k=10
2
3
e 5
4l 6
[L| ’l
= © | NES—
L A I
0 5

Vreme (min)
()

Vreme (min)

Vreme (min)
(e)

Slika 3.41. Sistematski pristup razdvajanja 6 jedinjenja primenom RPC.
Koris¢enjem vode je podesena velicina k hromatogrami a) i b). Uticaj
promene « pri konstantnoj vrednosti k je prikazan na hromatogramima b)—e)
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/ / \
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| / / \
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Slika 3.42. Trougao selektivnosti rastvaraca za optimizaciju razdvajanja sa
RP. Prikazano je sedam smesa tri organska rastvaraca (metanol, acetonitril i
tetrahidrofuran). Voda se koristi za odrzavanje jaCine rastvaraca i
odrzavanje vrednosti kK u odgovarajuéem opsegu

Za razdvajanje u normalno-faznoj hromatografiji, koristi se sli¢an
trougao u kome su rastvaraci za selektivnost dietil-etar, metilen-hlorid i
hloroform. U ovom slucaju se podeSavanje jacCine rastvaraa vr$i sa n-
heksanom. Sa ovim sistemima rastvaraca, optimizacija se moze posti¢i
minimalnim brojem eksperimenata. Treba imati na umu da su hlorovani
rastvaraci sada predmet strogih ekoloskih propisa.

3.4.3. Gradijentno eluiranje

Kao §to je bilo napisano u odeljcima 3.3.1 i 3.3.2 analiti se mogu eluirati na
dva nacina — izokratski, uz konstantan sastav mobilne faze tokom cele
analize, i gradijentno, gde se sastav mobilne faze menja po unapred
definisanom programu. Izokratsko eluiranje se primenjuje za veoma
jednostavne uzorke sa analitima slicne polarnosti, dok se gradijentno
eluiranje uglavnom Kkoristi u HPLC analizi kompleksnih uzoraka. Ako su
komponente uzorka Sirokog opsega polarnosti, izokratsko eluiranje bi
rezultovalo dugim vremenom analize (u slucaju slabe mobilne faze) ili
brzim ali nedovoljnim razdvajanjem (u slucaju jake mobilne faze). Dugo
vreme analize pored toga ima za posledicu i veliku potrosnju mobilne faze,
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kao i Sirenje kasno eluiraju¢ih pikova Sto otezava njihovu detekciju i
kvantifikaciju (slika 3.43). Pored toga, komponente sa snaznom retencijom
mogu ostati vezane za kolonu ¢ime se narusavaju njene karakteristike u vidu
smanjenja kapaciteta i eventualno promenom selektivnosti.

Prednosti gradijentnog eluranja su mnogobrojne. Gradijento
eluiranje moze da se isprogramira tako da se na pocetku analize Koristi slaba
mobilna faza koja je pogodna za eluiranje jedinjenja koja se slabo vezuju za
stacionarnu fazu tj. imaju mali retencioni faktor, zatim da se tokom analize
mobilna faza pojacava pri ¢emu se eluiraju komponente koje se umereno
jako vezuju za stacionarnu fazu, da bi na kraju eluiranja bila jaka mobilna
faza, pogodna za eluiranje jedinjenja koja se ¢vrsto vezuju. Na ovaj nadin,
posto su kasniji (silazni) delovi pika eluirani jacom mobilnom fazom od
pocetnih (uzlaznih), dolazi do kompresije pika i smanjenja tail-ovanja, tj. do
poboljsanja simetrije. Sa slike 3.44 se moze videti prednost gradijentnog
eluiranja u odnosu na izokratsko. Zapreminski odnos rastvarata moze se
menjati linearno ili eksponencijalno.

_ LoSe razdvajanje rano eluiraju¢ih pikova

S -

§ Kasno eluirajuéi §iroki pikovi i losa osetljivost
)

Q

=

=

|

20

73

il ! " "
| 1 I
0 20 40 60

Vreme (min)

Slika 3.43. Hromatogram dobijen izokratskom HPLC analizom
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Slika 3.44. Prednosti a) gradijentnog u odnosu na b) izokratsko eluiranje.
Crne linije prikazuju gradijentni profil

Gradijentno eluiranje se postize koriS¢enjem bar dva rastvaraca, jedan
oznacen sa A (obi¢no slabija faza, kod RPC — vodena) i B (jaca faza, kod
RPC — organski rastvarac). Polazi se od visokog sadrzaja faze A (npr. 80—
95%, odn. 5-20% B) i postepeno linearno podize sadrzaj faze B do 100% u
toku zadatog perioda. Medutim, ukoliko je neka od komponenata uzorka
nerastvorna u B njen maksimalan udeo ide samo do 70%. Nakon ovog
perioda mobilna faza sa visokim %B se jos§ neko vreme pumpa kroz sistem
radi sigurnog ispiranja kolone (slika 3.45a). Po potrebi, pocetni | zavr$ni
sastav eluenta, kao i nagib gradijenta (promena %B u jedinici vremena),
mogu se dalje menjati radi optimizacije razdvajanja. Ako uzorak sadrzi
jedinjenja Sirokog spektra polarnosti, moguce je kreirati 1 gradijent sa viSe
segmenata konstantnog ili promenljivog sastava mobilne faze (slika 3.45b).
Nakon dostizanja maksimalnog udela komponente B (,,jakog” rastvaraca)
na koloni sa reverznom fazom, kolonu treba ispirati sa 10—20 zapremina
kolone mobilnom fazom da bi se rastvorio eventualno jako vezan analit.

Pored binarnog gradijenat, moguc¢i su i ternerni i kvaternerni koji
podrazumevaju koriS¢enje 3 ili 4 rastvaraca. Medutim, ove tehnike su
mnogo sloZenije za optimizaciju, a zahtevaju i poseban hardver (ternerne i
kvaternerne pumpe) visoke cene.
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Najbrzi nacin utrdivanja da 1i analiti u uzorku treba da budu
razdvojeni primenom gradijentnog eluiranja je da se uradi hromatografska
analiza u Sirokom opsegu gradijenta (npr. 10-90% ACN) (slika 3.46a). Kao
Sto se sa slike moZze videti razlika u retencionim vremenima prvog i
poslednjeg pika iznosi (At) 21,5 min, dok je gradijentno vreme (vreme
tokom koga se menja sastav mobilne faze), tg, 40 min.

40

1 T m o\
ALUUA UL I UL U

0 10 20 30
Vreme (min)

Slika 3.45. a) Originalni gradijentni profil i b) gradijentni profil sa
izokratskim delovima

Smatra se da gradijentno eluiranje treba koristiti ako je At/tg > 0,25,
odnosno, izokratsko eluiranje ako je At/tg < 0,25. Dakle, ako se svi pikovi
eluiraju u uskom opsegu sastava rastvaraca, tada je izokratsko eluiranje
odgovarajuci izbor. Ako nije tako, tada bi za izokratsko eluiranje trebalo
puno vremena i u tom slucaju treba koristiti gradijentno eluiranje. Ako je
izokratsko eluiranje odgovarajuéi izbor, ili ako nemamo mogucnost da
koristimo gradijentno eluiranje tada treba koristiti takav sastav mobilne faze
koji se nalazi na sredini izmedu prvog i poslednjeg pika. U primeru
prikazanom na slici 3.46 At/tg = 21,5 min/40 min = 0,54 > 0,25, dakle treba
primeniti gradijentno eluiranje. Ukoliko je razdvajanje analita dovoljno
dobro i vreme analize prihvatljivo — to je metoda izbora. U ovom slucaju
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separacija je dobra ali je vreme analize 36 min sto je relativno dugo. Zbog
toga treba pokusati dalju optimizaciju metode.

Na slici 3.47 je prikazan sastav mobilne faze u koloni u funkciji

vremena. Kao §to se moze videti, u ovom slucaju je vreme zadrzavanja tj.
vreme za koje gradijent stigne do kolone 5 min tzv. dwell time. Retenciono
vreme prvog pika je 14 min, a poslednjeg na 35,5 min (slika 3.46a) pri cemu
je sastav mobilne faze 28% B i 72% vode odnosno, 71% B i 29% vode
(slika 3.47). 1z toga se moze zakljuciti da nije potrebno eluirati mobilnom
fazom sastava od 10 do 28% B i preko 71% B. Zbog toga drugi gradijent
treba da bude od 28 do 71% B u istom tg od 40 min. Ako se primeni
gradijent od 30 do 82% B za istih 40 min dobija se hromatogram prikazan
na slici 3.46b. Kao §to se moze videti pikovi su bolje razdvojeni, ali je
duzina trajanja analize neznatno smanjena (32 min).
Da bi smo skratili duzinu trajanja analize moze da se pokusa da se zadrzi
isti opseg gradijenta ali da se tg skrati na 20 min (slika 3.46¢). Kao Sto se
moze videti rezolucija je loSija, pikovi 6 i 7 se preklapaju te se stoga
zadrzava prethodni gradijent kao optimalan.

Ako linearan gradijent (slika 3.46b) ne daje zadovoljavajuce
razdvajanje u prihvatljivom vremenu moze se pokusati sa primenom tzv.
segmentnog gradijenta kao na slici 3.45b. Segmentni gradijent obezbeduje
odgovarajuci sastav mobilne faze za svaki region hromatograma. Na slici
3.48 je prikazan hromatogram za isti uzorak kao na slici 3.46.

Ukoliko ni segmentni gradijent ne da zadovoljavajuée razdvajanje analita u
prihvatljivom vremenskom periodu moze se pokusati na jedan od slede¢ih
nacina.

e Promeniti mobilnu fazu,

e Koristiti duzu kolonu,

e Koristiti manje velicine Cestica ili
e Promeniti stacionarnu fazu.
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Slika 3.46.
gradijenta
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Slika 3.47. Gradijent rastvaraca za sliku 3.46. Gradijent je poceo pri t = 0,
ali je vreme kasnjenja gradijenta (dwell time) 5 min. Zbog toga je rastvaraé
10% B za prvih 5 min. Nakon toga sastav raste linearno do 90% B u toku 40
min. Nakon t = 45 min sastav mobilne faze je konstantan, 90% B
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Slika 3.48. Segmentni gradijent za primer na slici 3.46
3.4.4. Primena podeone hromatografije

Kolone sa hemijski vezanom reverznom fazom, kada se Koriste u
kombinaciji sa jako polarnim rastvaracima (Cesto vodenim) su idealan
pristup za univerzalni sistem za LC. Zbog Sirokog spektra primene, njihove
prakti¢nosti i lako¢a kojom se k i o mogu izmeniti izmenom sastava
mobilne faze, ova se pakovanja najcesce primenjuju radi ispitivanja
efikasnosti razdvajanja sa novim tipovima uzoraka.

U tabeli 3.4 je prikazano nekoliko najce$¢ih primera primene
podeone hromatografije od mnostva u raznim oblastima. Kompletna slika
mnogobrojne primene ove tehnike moze se dobiti u konsultaciji sa
preglednim c¢lancima 1 knjigama (pogledati preporucenu literaturu). Na
slikama 3.49 i 3.50 prikazane su dve od vise hiljada primena hromatografije
sa hemijski vezanom reverznom fazom za analizu potroSackih i industrijskih
materijala.

Formiranje derivata. U nekim slucajevima je korisno neke analite
uzorka derivatizovati pre ili ponekad nakon hromatografskog razdvajanja.
Takav tretman moze biti pozeljan da bi se:

e Smanjila polarnost molekulskih vrsta kako bi se mogle koristiti

podeone, a ne adsorpcione ili jonoizmenjivacke kolone,
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e Povecao odziv detektora, a samim tim i osetljivost na sve analite
uzorka i

e Selektivno povecao odziv detektora na odredene molekulske
vrste uzorka.

Tabela 3.4. Najcesce oblasti primene podeone hromatografije

Polje Tipovi smeSa

Farmaceutika Antibiotici, psihoaktivni lekovi, steroidi,
analgetici

Biohemija Amino kiseline, proteini, masti,
ugljenihidrati

Prehrambeni proizvodi Vestacki zasladivaci, antioksidansi,
mikotoksini, aditivi

Hemijska industrija Kondenzovana aromati¢na jedinjenja,

povrsinski aktivne supstance, boje
Polutanti zivotne sredine Pesticidi, fenoli, polihlorovani bifenili,
farmaceutici
Forenzika Lekovi, droga, otrovi, alkohol u krvi

Klinicka hemija Metaboliti lekova, ekstrakti u urinu, estrogen

Signal detektora

0,0 liO 2?0 31(] 4I10 510 6=,0 '.":,0 8,0 910
Vreme (min)

Slika 3.49. Hromatogram sinteticke smeSe pet dodataka hrani i kafeina u
soku: 1) natrijum-benzoat (15 ug/mL), 2) kalijum-sorbat (15 ug/mL), 3)
kafein (15 ug/mL), 4) ponceau 4R (6 ug/mL), 5) alura crveno (6 ug/mL) i 6)
karmoizin (6 ug/mL). Kolona: RP Inertsil ODS-3V (250 x 4.6 mm, 5 um).
Mobilna faza: 0.025 M acetatni pufer, pH 6.0 i acetonitril sa gradijentom 0-
5 min, 95 : 75 (v/v) i 5-10 min, 70 : 30 (v/v). Protok: 1,0 mL/min. UV-vis
230 nm
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Slika 3.50. Simultano odredivanje sintetickih boja u jogurtu primenom
HPLC. Kolona: Nucleodur C18ec (150 mm X 4.6 mm, veli¢ina Cestica 3
pum). Mobilna faza: A 1% amonijum-acetat (pH 7) i B (metanol : ACN 80 :
20 (v/v)). Gradijentno eluiranje: 0—2 min 100% A, 2—-37 min A : B 20 : 80
(v/v), 37-40 min A : B 20 : 80 (v/v), 40—45 min 100% A, 45-50 min 100%
A.). Protok: 1,2 mL/min. Temperatura 38—40 °C. Vis 427—624 nm

Slika 3.51 ilustruje upotrebu pretkolonske derivatizacije u cilju

odredivanja fumonizina B1, B, i B3 koji inace ne apsorbuju u UV-vis delu
spektra.
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Slika 3.51. Hromatogram o-ftaldialdehid—2-merkaptoetanolnih derivata
standardnih rastvora FB;, FB, i FB3 koncentracije 2,0 pg/mL. Kolona:
Hyperilsil GOLD (150 x 3 mm, veli¢ina Cestica 3 um). Mobilna faza:
MeOH-0,1 M NaH;PQO4, 75 : 25 (v/v), pH 3,43 podeSen sa H3PO,.
Izokratsko eluiranje. Protok: 0,8 mL/min. Fluorescentni detektor: talasne
duzina ekscitacije 335 nm i emisije 440 nm

3.5. ADSORPCIONA HROMATOGRAFIJA

Adsorpciona ili te¢no-¢vrsta hromatografija je klasi¢ni oblik HPLC koji je
Tsvett prvi put uveo pocetkom XX veka (odeljak 1.2). Zbog velikog

preklapanja izmedu NP podeone hromatografije i adsorpcione
hromatografije, mnogi principi i tehnike koris¢eni u prvom slucaju se
primenjuju i za adsorpcionu hromatografiju. Naime, u mnogim

razdvajanjima primenom NP, procesi adsorpcije—desorpcije odreduju
retenciju.

Silicijum-dioksid i aluminium-oksid su jedine stacionarne faze koje
se koristite za adsorpcionu hromatografiju. Silicijum-dioksid je pozeljna za
vec¢inu primena zbog veceg kapaciteta uzorka. Adsorpcione karakteristike
ovih dveju supstanci su medusobno slicne. U oba slucaja, retenciona
vremena postaju duza kako se povecava polarnost analita.

Nadeno je da indeks polarnosti P’, koji je opisan u odeljku 3.4.2,
takode moze da posluzi kao orijentacioni vodi¢ jafine rastvaraa za
adsorpcionu hromatografiju. Mnogo bolji indeks je, medutim, snaga eluenta
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e°, koja predstavlja energiju adsorpcije po jedinici povrine rastvaraca.
Snaga eluenta zavisi od adsorbensa, a vrednosti e° za silicijum-dioksid je
oko 0,8 aluminijum-oksida. Vrednosti za €° u poslednjoj koloni Tabele 3.3
odnose se na aluminijum-oksid. Treba imati u vidu da su razlike izmedu
rastvaraca u €° otprilike sli¢ne onima za P’.

Zhog svestranosti i dostupnosti vezanih stacionarnih faza, upotreba

tradicionalne adsorpcione hromatografije sa ¢vrstim stacionarnim fazama je
poslednjih godina smanjena u korist normalno-faze hromatografije.
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41. UVOD

Jonska hromatografija (eng. lon Chromatography, IC) predstavlja proces
izmene jona gde rastvor na bazi vode (mobilna faza), te¢e kroz kolonu koja
je napunjena ¢vrstim materijalom za izmenu jona (stacionarna faza). Na
stacionarnoj fazi se nalaze fiksirane jonske vrste na koje su labavije vezani
suprotno naelektrisani joni (kontrajoni) koji se izmenjuju sa jonima istog
naelektrisanja iz rastvora. Analiti se razdvajaju na osnovu njihovih razlicitih
relativnih afiniteta prema jonskim vrstama na stacionarnoj fazi i mehanizam
razdvajanja se uglavnom odvija kao jonska izmena izmedu kontrajona na
stacionarnoj fazi i jona (analit ili druga vrsta) u mobilnoj fazi. Najcesce
upotrebljavan univerzalni detektor u IC je konduktometrijski detektor.
Primenom pomenutog detektora, definisana su dva nacina izvodenja
analize, ,,prigusivacka” i ,,neprigusivacka” jonska hromatografija. Po prvom
nacinu rada, prigusivacka kolona se postavlja ispred detektora i time se
omogucava smanjenje ili potpuno uklanjanje doprinosa provodljivosti eluata
usled prisustva visokih koncentracija elektrolita u mobilnoj fazi,
povecavajuéi na taj nacin osetljivost detekcije analita. Pored
konduktometrijske detekcije, spektrofotometar, amperometar i spektrometar
takode mogu da se primene kao detektori u IC.

U procesu IC dominantan mehanizam je jonska izmena, medutim u
mnogim slucajevima su uklju¢ene 1 sekundarne ravnoteZe. Poslednjih
nekoliko godina, pojam IC obuhvata i druge hromatografske tehnike, npr.
IPC, helataciona jonska hromatografija i elektrostaticka-jonska
hromatografija, gde pomenute sekundarne ravnoteze igraju relevantnu
ulogu.

4.2. ISTORIJSKI ASPEKT

Jonsku hromatografiju su 1975. uveli Small, Stevens i Baumann kao novu
analiticku metodu. Za kratko vreme, IC je razvijena od tehnike za
razdvajanje nekoliko odabranih neorganskih anjona i katjona do
sveobuhvatne analiticke tehnike za razdvajanje svih jonskih vrsta. Za veoma
osetljivu detekciju jona merenjem njihove elektriéne provodljivosti,
mobilna faza iz kolone prolazi kroz prigusivacku kolonu. Prigusivacka
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kolona hemijski smanjuje provodljivost mobilne faze tj. smanjuje Sum
eluenta, istovremeno povecavajuéi elektricnu provodljivost jona analita.
Fritz je 1979. godine prikazao alternativni nacin razdvajanja i detekcije za
neorganske anjone, u kojima je kolona za razdvajanje direktno povezana sa
¢elijom detektora za merenje provodljivosti. Za ovakvo hromatografsko
razdvajanje, moraju se upotrebljavati jonoizmenjivacke smole sa niskim
kapacitetom, tako da se mogu koristiti mobilne faze male jonske jacine.
Dodatno, joni mobilne faze bi trebalo da pokazuju malu provodljivost,
omogucavajuéi tako detekciju visoke osetljivosti za komponente uzorka.
Krajem 1970-ih godina, IC je prvi put primenjena za analizu organskih jona.
Potreba za kvantitativnom analizom organskih kiselina dovela je do razvoja
IC koja se zasniva na ekskluziji (iskljucenju) jona, koju su 1953. prvi opisali
Wheaton i Bauman. Poslednjih 30 godina smo svedoci razvoja kolona sa
visokom efikasnos¢u razdvajanja, Sto je rezultovalo znacajnim smanjenjem
duzine trajanja analize. Pored toga, metode zasnovane na jon-par procesu
uvedene su kao alternativa za IEC, jer omogucéavaju razdvajanje i
odredivanje i1 anjona i katjona. Moguénosti primene IC znatno su povecane
uvodenjem novih elektrohemijskih i spektrofotometrijskih detektora.
Prekretnica u razvoju IC je bilo uvodenje pulsnog amperometrijskog
detektora 1983. godine, §to je omogucilo veoma osetljivu detekciju ugljenih
hidrata. Sve vec¢i broj metoda u kojima se koristi kombinacija derivatizacije
nakon razdvajanja u koloni 1 fotometrijska detekcija otvorilo je moguénost
primene IC u analizi teskih 1 prelaznih metala. Sve nabrojano €ini jonsku
hromatografiju sastavnim delom moderne neorganske i organske analize.
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4.3. SISTEM ZA JONSKU HROMATOGRAFIJU

Osnovni delovi jonskog hromatografa su prikazani na slici 4.1.

ELUENT

PUMPA

UZORAK «— UNOS UZORKA

KOLONA — PROCES JONSKE IZMENE
. REAKCIJAPRIGUSIVANJA

DETEKTOR

«— KONDUKTOMETRIJSKA CELITA
«— SAKUPLJANJE I OBRADA PODATAKA

Slika 4.1. Osnovni delovi jonskog hromatografa

Pumpe dostavljaju mobilnu fazu kroz sistem jonskog hromatografa.
Uloga mobilne faze je takmicenje sa jonima analita za mesta na stacionarnoj
fazi, kao i razdvajanje analita iz uzorka u jasno definisane pikove na
hromatogramu. Osnovni faktor pri odabiru mobilne faze je vrsta detektora
koja ¢e se upotrebljavati, priroda matriksa uzorka, vrsta uzorka, kao i vrsta
kolone. Protok mobilne faze bez promene pritiska je neophodan kada se
upotrebljava UV/Vis ili amperometrijski detektor.

Uzorak se u sistem unosi pomocu injektorskog ventila. Nakon
zatvaranja injektorskog ventila, uzorak se uz pomo¢ mobilne faze prenosi u
kolonu za razdvajanje.

Najvazniji deo sistema je upravo pomenuta kolona na kojoj se
razdvajaju komponente uzorka. Kolona je pakovana ¢vrstim materijalom sa
fino razdvojenim Cesticama sfernog oblika i predstavlja stacionarnu fazu.
Prostor izmedu cestica stacionarne faze predstavlja zapreminu Supljina, Vo.
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Rastvor, mobilna faza, se propusta kontinualno kroz kolonu i popunjava
prostor izmedu Cestica stacionarne faze. Rastvor koji napusta sistem nakon
analize naziva se eluat, a proces ispiranja se naziva i eluiranje.

Izbor odgovarajuce stacionarne faze i hromatografskih uslova utice
na kvalitet analize. Razdvajanje se obi¢no odvija na sobnoj temperaturi.
Analiti se detektuju 1 kvantifikuju primenom detektorskih sistema. Kao §to
je pomenuto, konduktometar je najcesce upotrebljavan detektor u IC i
koristi sa ili bez priguSivackog sistema. Glavna funkcija priguSivackog
sistema, kao dela sistema za detekciju, je hemijsko smanjenje visoke
provodljivosti elektrolita u mobilnoj fazi i prevodenje jona uzorka u oblik
koji ima bolju provodljivost. Naime, sa detekcijom primenom prigusivaca,
mobilna faza se prevodi u manje provodan oblik. U pocetku su se u tu svrhu
upotrebljavale prigusivacke kolone, a sa daljim razvojem tehnike, danas se
najcesce upotrebljavaju mikromembranski prigusivaci. Na primer, u slucaju
anjonske analize, prigusSivacka kolona sadrzi katjonski izmenjiva¢, koji
zamenjuje proton sa katjonom iz mobilne faze i wuzorka. Pored
konduktometra, najéesc¢e se upotrebljavaju UV/Vis, amperometrijski, kao i
fluorescentni detektori.

44. PREDNOSTI JONSKE HROMATOGRAFIJE

Odredivanje jonskih vrsta u rastvoru je klasican analiticki problem koji se
moze resiti na razliCite nacine. Dok su u oblasti analize katjona dostupne
brze i osetljive analiticke metode (atomska apsorpciona spektrofotometrija,
polarografija 1 druge), postoji nedostatak odgovarajucih, visoko osetljivih
metoda za analizu anjona. Konvencionalne hemijske metode kao Sto su
titracija, fotometrija, gravimetrija, turbidimetrija i kolorimetrija su veoma
naporne, dugotrajne i ¢esto nisu dovoljno osetljive. Suprotno tome, IC ima
prednosti, kao Sto su brzina, osetljivost, selektivnost, simultana detekcija 1
stabilnost kolone za razdvajanje.

Vazan aspekt pri odabiru neke metode je vreme potrebno za analizu,
s obzirom da se broj uzoraka stalno povecava. Sa primenom visoko
efikasnih kolona za razdvajanje koje se upotrebljavaju u IEC, jon-
ekskluzionoj i IPC skracuje se vreme potrebno za analizu u odnosu na
konvencionalne hemijske metode
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Uvodenjem mikroprocesorske tehnologije u kombinaciji sa
modernim stacionarnim fazama visoke efikasnosti razdvajanja, omoguéeno
je odredivanje jona u ppb koncentracijama bez prekoncentracije. Granica
detekcije za jednostavne neorganske anjone i katjone je oko 10 ppb u
slu¢aju uzoraka zapremine 50 pl. Pored toga, primenom tehnika
prekoncentacije, granica detekcije se moze smanjiti na ppt.

Selektivnost jonskih hromatografskih metoda za analizu neorganskih
i organskih anjona i katjona obezbedena je izborom odgovarajucih sistema
za razdvajanje i detekciju.

Glavna prednost IC, posebno za razliku od drugih instrumentalnih
tehnika, kao $to su fotometrija i atomska apsorpciona spektrofotometrija, je
njena sposobnost da istovremeno detektuje sve komponente uzorka.
Anjonski i katjonski profili mogu se dobiti za kratko vreme i pruzaju
informaciju o sastavu uzorka. Simultana detekcija jonskih vrsta je
ograniCena u slucaju ekstremnih razlika u koncentraciji komponenata
uzorka.

Stabilnost kolona za razdvajanje u velikoj meri zavisi od vrste
materijala koji se koristi za pakovanje kolone. Za razliku od kolona na bazi
silicijuma, koje se obi¢no koriste u HPLC, materijali od smole, poput
polimera polistiren/divinilbenzena se koriste kao stacionarne faze u jonskoj
hromatografiji. Visoka stabilnost ovih smola pri razli¢itim pH-vrednostima
omogucava upotrebu jakih kiselina 1 baza kao mobilne faze, Sto je preduslov
za rasprostranjenu primenu ove metode. Nedostatak organskih polimera je
njihova ogranicena stabilnost prema organskim rastvaracima.

45. PODELA JONSKE HROMATOGRAFIJE

Moderna jonska hromatografija, kao deo tecne hromatografije, se zasniva na
tri razli¢ita mehanizma razdvajanja komponenata, Sto i predstavlja osnov za
podelu jonske hromatografije na jonoizmenjivacku hromatografiju visokih
performansi (eng. High Performance lon Chromatography, HPIC), jon-
ekskluzionu hromatografiju visokih performansi (eng. High Performance
lon Chromatography Exclusion, HPICE) i IPC.
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45.1. Jonoizmenjivacka hromatografija

Jonska izmena je jedan od najstarijih procesa razdvajanja opisan u literaturi.
Klasi¢na kolonska hromatografija na makroporoznim jonoizmenjivackim
smolama je osnov moderne HPIC. Osnovne razlike izmedu procesa su nacin
unos$enja uzorka, vrsta razdvajanja i detekcije. U klasi¢noj IEC, kolone
duzine od 10 do 50 cm obi¢no su ispunjene anjonskom ili katjonskom
smolom koje imaju veli¢inu cCestica izmedu 0,075 i 0,25 mm. Nakon
uno$enja uzorka na vrh kolone, analit se kre¢e kroz kolonu pod dejstvom
gravitacione sile i odvija se proces razdvajanja. Pojedinacne frakcije
mobilne faze sakupljaju se koriS¢enjem sakupljaca frakcija 1 potom
analiziraju. Zbog velike sposobnosti jonske izmene na kolonama, visoke
koncentracije elektrolita su neophodne da bi se obezbedilo potpuno ispiranje
jona uzorka iz kolone.

Veliki napredak u moguénostima savremene jonoizmenjivacke
hromatografije ogleda se u razvoju jonoizmenjivackih smola niskog
kapaciteta i visoke efikasnosti razdvajanja. Potrebna zapremina uzorka je
znac¢ajno smanjena na 10-100 pl, S§to je rezultovalo poboljSanom
rezolucijom analize. Drugo znafajno poboljSanje metode je automatska
detekcija, koja omogucava kontinualno detektovanje komponenata uzorka
tokom analize. 1 posebno, uvodenje konduktometra kao detektora
provodljivosti jonskih vrsta, dodalo je novu dimenziju IEC.

Osnovni principi. Jonoizmenjivacke smole koje se upotrebljavaju u
HPIC imaju funkcionalne grupe sa konstantnim naelektrisanjem.
Odgovarajuci kontrajoni nalaze se u blizini ovih funkcionalnih grupa i na taj
na¢in 1ih neutraliSu. U anjonskoj jonoizmenjivackoj hromatografiji,
kvaternerne amonijumove baze se uglavnom koriste kao grupe za razmenu
jona, dok se sulfonatne grupe koriste u katjonskoj IEC. Kada se kontrajon
zameni sa jonom iz rastvora, jon se zadrzava na stacionarnoj fazi. Razli¢iti
joni iz uzorka se zadrzavaju razli¢ito vreme unutar kolone zbog razlicitih
afiniteta prema stacionarnoj fazi i na taj nac¢in dolazi do razdvajanja.

Dakle, osnovni princip razdvajanja primenom HPIC je kompeticija
izmedu jona mobilne faze (analit ili druga vrsta) i kontrajona na fiksiranim
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jonskim mestima na stacionarnoj fazi, kao $to je pomenuto. Reakcije koje su
ukljucene u proces HPIC su prikazane izrazom 4.1.

X(AY)s + Y(B)m <> Y(B)s + X(A)m (4.1)

gde s i m predstavljaju stacionarnu i mobilnu fazu, a x i y predstavljaju
naelektrisanje jona B i A (znak nije prikazan, jer jednacina opisuje proces i
katjonske i anjonske izmene).

Reakcija se opisuje ravnoteznom konstantom Ka g koja je prikazana
jednacinom 4.2.

B:l[A]
Kag = W (4.2)

Parametri koji karakteriSu jonsku izmenu su i1 koeficijent raspodele
Kp (jednacina 1.1), retencioni faktor (jednacina 1.7), rezolucija (jednacina
1.16), kao 1 koeficijent selektivnosti (jednacina 1.20), o ¢emu je ve¢ bilo
re¢i u uvodnom delu.

Najvazniji parametar za postizanje dobrog razdvajanja je
selektivnost, koja se definiSe kao relativna sposobnost jona uzorka da
formira katjon-anjon par na stacionarnoj fazi. Selektivnost u
jonoizmenjivackoj hromatografiji zavisi od prirode analita (naelektrisanje,
radijus jona, solvatacija), elektrostatickih interakcija izmedu jona i
jonoizmenjivackih grupa, mogucih hidrofobnih interakcija, solvatacije
matriksa 1 kontrajona, fizic¢kih i hemijskih osobina stacionarne faze i sastava
mobilne faze.

Vrste stacionarne faze. Za razliku od kolona ¢ije pakovanje je na
bazi silike koja se koristi u HPLC, organski polimeri se pretezno
upotrebljavaju kao materijal za pakovanje kolona u HPIC. Ovi materijali
pokazuju mnogo vecu stabilnost prema ekstremnim pH-vrednostima. lako
se kolone u HPLC mogu koristiti samo u opsegu pH izmedu 2 i 8, jonski
izmenjivaci na bazi organskih polimera su stabilni u alkalnoj sredini. Bez
obzira na to, razvijeno je i nekoliko jonskih izmjenjivaca na bazi silicijuma,
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a koji pokazuju mnogo vecu hromatografsku efikasnost u poredenju sa
organskim polimerima. Jonski izmenjivaci su nerastvorne, ¢vrste supstance
koje sadrze fiksirane jonske vrste 1 odgovarajue vezane kontrajone
suprotnog naelektrisanja. Pomenuta dva jona se drze zajedno zahvaljujuci
energiji reSetke ili hemijskoj vezi. Kontrajoni se mogu zameniti drugim
kontrajonom koji ima isto naelektrisanje. Kada se jonski izmenjiva¢ postavi
u vodenu sredinu, koja sadrzi elektrolit, izmenjivac se sastoji tada iz tri faze:
¢vrstog polimernog matriksa, rastvora ,zarobljenog” izmedu Cestica
izmenjivaca 1 slobodnog rastvora izmedu Ccestica izmenjivata. Mreza
polimera deluje kao semipermeabilna membrana izmedu dve teCne faze.
Kontrajoni na jonoizmenjivacu se slobodno kreéu i izmenjuju se sa
kontrajonima istog naelektrisanja iz rastvora elektrolita.

Kapacitet jonske izmene smole je definisan kao broj mesta za jonsku
izmenu po ekivalentu mase pakovanja kolona i utiCe na efikasnost
hromatografske analize kroz koli¢inu uzorka. Obi¢no se izrazava u mili
ekvivalentu po gramu smole. Uopsteno, to znaci da se vremena zadrzavanja
jona analita povecavaju sa povecanjem kapaciteta jonske izmene smole.
Ovaj efekat se moze delimi¢no nadoknaditi kori§¢enjem mobilne faze sa
vecom jonskom jac¢inom.

Na slici 4.2 je prikazana struktura smole of umrezenog stiren-
divinilbenzena, gde se umrezavanjem molekuli drze zajedno. U zavisnosti
od vrste jonske funkcionalne grupe, R, zavisi vrsta izmenjivaca. Ako je R,
—SOsH u pitanju je jako kiseo katjonski izmenjiva¢, ako je R, -COOH
grupa u pitanju je slabo kiseli katjonski izmenjiva¢, zatim ako je R,
—N(CH3)30H grupa u pitanju je jako bazna anjonska izmenjivacka smola i
ako je R, —NH3OH grupa, onda je u pitanju slabo bazna anjonska
izmenjivacka smola.
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Slika 4.2. Struktura umrezenog stiren-divinilbenzena modifikovanog u cilju
dobijanja jonoizmenjivacke smole. Jonske funkcionalne grupe, R, su
uglavnom u para polozaju i ne moraju biti vezane za svaki molekul stirena

Sa razvojem neorganske hemijske tehnologije, upotreba neorganskih
materijala se znatno povecala. Stacionarne faze se dele na katjonske i
anjonske. Kao $to je ve¢ re€eno, jako kiseli katjonski izmenjivaéi sadrze
SO, grupu, dok jako bazni anjonski izmenjivaci sadrze NR; grupe. Slabo
kiseli i slabo bazni jonoizmenjivaci uglavnom sadrze —-CO,H, —PO3H,, -OH
ili =SH, odnosno —NH;, —-NHR ili NR; grupe. Mogu¢nost njihove primene
kao izmenjivaca zavisi od njihove disocijacije, a samim tim i od pH-
vrednosti sredine. Mobilne faze koje se upotrebljavaju su obi¢no rastvori na
bazi vode (u koje se u nekim slu¢ajevima dodaju organski modifikatori) koji
sadrze kiseline, baze ili soli koji ¢ine kontrajone, a koji se takmice sa
analitima za jonska mesta na stacionarnoj fazi. Analiza jona prelaznih i
teSkih metala moze se izvesti izmenom sa katjonom, anjonom i meSovitom
razmenom. PoSto su koeficijenti selektivnosti za ove jone vrlo slicni,
razdvajanje se izvodi dodavanjem slabog ili jakog helatnog agensa u
mobilnu fazu, tako da nastaju sekundarne ravnoteze koje povecavaju razlike
u naelektrisanju, wveli¢ini, hidrataciji analita i selektivnosti prema
stacionarnoj fazi. Slika 4.3 prikazuje ravnoteze koje nastaju na katjonskom
ili anjonskom izmjenjivacu izmedu katjona, dodatnog liganda i katjona
mobilne faze.
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Slika 4.3. a) i ¢) Sekundarna hemijska ravnoteza u katjonskoj ili b)
anjonskoj izmenjivackoj hromatografiji. Metalni jon M?* kao takav ili kao
anjonski kompleks: a) katjonska izmena, ligand (L*") ima efekat povlacenja
ka katjonu analita (M**) preko reakcije kompleksiranja, b) anjonska izmena,
deprotonovani ligand (L*7) se takmi¢i (potisni efekat) sa anjonskim
kompleksom ([ML]*") i c) katjonska izmena, povladenje i potiskivanje
liganda i konkurentnog katjona M?*

Anjonska izmena. Stacionarne faze koje se koriste u anjonskoj IEC
ne samo da se razlikuju u vrsti materijala, ve¢ se mogu klasifikovati i prema
razli¢itim veli¢inama pora i kapacitetima za jonsku izmenu. Naime,
nezavisno od vrste materijala, anjonski izmenjivaci sa visokim kapacitetima
za izmenu jona imaju malu primenu, s obzirom da se neorganski anjoni
moraju eluirati mobilnom fazom sa visokom jonskom jacinom. To ¢ini
detekciju primenom konduktometra veoma teSkom, ako ne i nemogu¢om. U
ovom slu€aju se umesto konduktometra, moze primenjivati ili
amperometrijska ili fotometrijska detekcija nakon derivatizacije eluata.
Znatno vecu primenu imaju anjonski izmenjivaci sa niskim kapacitetom
izmene 1 to su: anjonski izmenjivaci na bazi polimera (stiren/divinilbenzen
kopolimeri, polimetakrilat, polivinilske smole), anjonski izmenjivaci sa
lateksom, anjonski izmenjiva¢i na bazi silike, umreZeni polimeri
modifikovani cikli¢nim polietrima, ili anjonski izmenjivaci na bazi alumine.

Vrsta mobilne faze koja se upotrebljava za anjonsku izmenu zavisi
uglavnom od detekcionog sistema koji se primenjuje. Posto se u mnogim
slucajevima neorganski 1 organski anjoni detektuju merenjem
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provodljivosti, mobilne faze koje se upotrebljavaju mogu se klasifikovati u
dve grupe. Prvu grupu ¢ine mobilne faze za detekciju provodljivosti sa
hemijskim prigusivanjem Suma eluata, a drugu grupu ¢ine mobilne faze za
detekciju provodljivosti sa elektronskom kompenzacijom provodljivosti
mobilne faze. Mobilne faze prve vrste ukljucuju soli slabih kiselina, koje
imaju nisku provodljivost nakon hemijske modifikacije u prigusSivackom
sistemu. Kao mobilne faze ove vrste upotrebljavaju se: natrijum-fenolat,
smes$a natrijum-karbonata i natrijum hidrogenkarbonata, aminokiseline, N-
supstituisana aminoalkilsulfonska kiselina, natrijum-hidroksid, tetraboratni-
joni, kao i aromati¢ne aminokiseline. Mobilne faze druge vrste treba da
imaju nisku provodljivost da bi se omogucila detekcija provodljivosti
anjona. Kao mobilne faze ove vrste upotrebljavaju se: benzoati, ftalati, o-
sulfobenzoati, aromati¢ne karboksilne kiseline, kao i kalijum-hidroksid.
Klasifikacija mobilne faze u dve gore pomenute grupe je neophodna samo u
okviru primene konduktometra kao detektora. Izbor mobilne faze je mnogo
jednostavniji  kada se  upotrebljavaju  spektrofotometrijski ili
amperometrijski detektor. U fotometrijskoj detekciji dostupan je veliki broj
eluenata, a moraju se uzeti u obzir fotometrijska svojstva jona mobilne faze,
kao i njihove hemijske karakteristike. Alkalne soli fosforne Kkiseline,
sumporne kiseline i perhlorne kiseline pokazale su se kao dobar izbor, jer
dobro propustaju UV zraCenje. U oblasti amperometrijske detekcije, izbor
mobilne faze je mnogo veéi. Koncentracija elektrolita u mobilnoj fazi mora
biti 50100 puta vec¢a od koncentracije jona analita. Mobilna faza deluje kao
potporni elektrolit koji, smanjujuéi otpor pokretne faze, osigurava da pad
napona ostane nizak. Hloridi, hlorati i perhlorati alkalnih metala i alkalni
hidroksidi 1 karbonata su odgovaraju¢i potporni elektroliti.

Prigusivacki sistemi u anjonskoj izmeni. Prigusivacki sistemi se
upotrebljavaju kod osetljive detekcije jona merenjem njihove elektri¢ne
provodljivosti. Funkcija pomenutog sistema je hemijsko smanjenje
provodljivosti koja potiCe od mobilne faze (Sum) pre ulaska u celiju
detektora. Stoga se prigusiva¢ moze smatrati delom detektorskog sistema. U
najjednostavnijem obliku, sistem priguSivanja sastoji se od kolone koja
sadrzi jako kiselu katjonsku izmenjivacku smolu u protonovanom obliku.
Funkcija ove prigusivacke kolone ilustrovana je analizom hloridnih 1
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bromidnih anjona. Posle razdvajanja ovih anjona sa mobilnom fazom kao
§to je natrijum-hidrogenkarbonat na jednom od opisanih anjonskih
izmenjivaca, eluat iz kolone se prosleduje kroz priguSivacku kolonu pre
ulaska u ¢eliju detektora. Proces je prikazan reakcijama 4.3—4.5. Naime,
prema reakciji 4.3 slabo disosovana ugljeni¢na kiselina nastaje izmenom
jona natrijuma iz natrijum-hidrogenkarbonata sa protonima iz katjonskog
izmenjivaca:

Smola-SO3zH + NaHCO3; — Smola-SOs;Na + CO, + H,O (43)

Sli¢no, natrijum-hlorid i natrijum-bromid se prevode u odgovarajuce
kiseline prema reakcijama 4.4 1 4.5.

Smola-SO3;H + NaCl — Smola-SOs;Na + HCI (4.4)
Smola-SOsH + NaBr — Smola-SO3Na + HBr (4.5)

Dakle, elektrolit iz mobilne faze se prevodi u vodu, a analizirani
anjoni se prevode u odgovarajuce kiseline. Kao rezultat prigusivanja,
mineralne kiseline sa jakom provodljivos¢u u prisustvu slabo disosovane
ugljenic¢ne kiseline ulaze u ¢eliju detektora i jednostavno se detektuju.

Prednost prigusivacke metode je njena velika osetljivost. Pored toga,
povecava se 1 specificnost ove metode usled mogucnosti hemijske
modifikacije mobilne faze i uzorka u ispitivanom sistemu. Dakle, primenom
priguSivacke kolone usled izmene katjona iz eluenta i uzorka sa protonima
dovodi do toga da detektor provodljivosti registruje samo anjone koji poticu
iz uzorka.

Nedostatak prigusivackih kolona je potreba za periodicnom
regeneracijom. Isto tako, veliCina Cestica jonoizmenjivatke smole i
zapremina Supljina na prigusivackoj koloni uti¢u na kvalitet razdvajanja, jer
oba parametra uticu na Sirenje pikova na hromatogramu. Ukupna zapremina
prigusivacke kolone treba da bude Sto manja da se spreci meSanje vec
razdvojenih signala. Medutim, uzimajuci u obzir kapacitet razmene, ukupna
zapremina priguSivacke kolone treba da bude Sto vec¢a. Oba zahteva se ne
mogu ispuniti, pa dimenzija priguSivackih kolona uvek predstavlja
kompromis izmedu kapaciteta izmene 1 Sirenja pika. U poslednje vreme se
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sve viSe upotrebljavaju membranski prigusivacki sistemi pored opisanih
konvencionalnih prigusivackih kolona. Naime, navedeni nedostaci
prigusivackih kolona mogu se eliminisati upotrebom prigusivackih Supljih
vlakana koja se kontinuirano regeneriSu. Na slici 4.4 prikazano je
prigusivacko suplje vlakno za anjonsku izmenu.

Na,S0, NaHCO, Na,S0,

Na®
Ccor
HCO;
. SO
SO
e
H,S80, H,CO, H,S80,
Rastvor za Rastvor za
regeneraciju regeneraciju

DETEKTOR

Slika 4.4. Sematski prikaz prigusivackog Supljeg vlakna u anjonskoj izmeni

Naime, prigusivacka vlakna pogodna za anjonsku jonoizmenjivacku
hromatografiju deluju kao katjonski izmenjivaci, katjoni mobilne faze se
izmenjuju sa protonima u rastvoru za regeneraciju. Pokretacka sila za
difuziju protona kroz membranu obezbedena je njihovom naknadnom
reakcijom sa hidrogenkarbonatom u cilju formiranja ugljeni¢ne kiseline. Da
bi odrzali jonsku ravnotezu, katjoni difunduju u rastvor za regeneraciju. Kao
Sto je prikazano na slici 4.4, mogu se razlikovati tri razli¢ita regiona i to prvi
gde mobilna faza ulazi u prigusivacko vlakno (katjonski izmenjiva¢ u
obliku natrijuma), zatim region dinamicke ravnoteZe u kome se deSavaju
reakcije prigusSivanja 1 region regeneracije gde mobilna faza napusta
priguSivacko vlakno (katjonski izmenjiva¢ u obliku vodonika). Jednom
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uspostavljena dinamicka ravnoteza se odrzava sve dok se relevantni radni
uslovi ne promene.

Iako su prigusivacki sistemi veoma efikasni u pogledu povecanja
osetljivosti, njihova primena ograniava izbor mobilne faze i njene
koncentracije. Stoga je cilj razvoja nove generacije prigusivaca bio da se
dizajnira sistem koji ¢e predstavljati kombinaciju pozitivnih osobina
pakovanih prigusivackih kolona i prigusivackih Supljih vlakana i to je
postignuto  uvodenjem mikromembranskih priguSivaca. Naime,
mikromembranski prigusiva¢i poput prigusivackih Supljih vlakana,
zasnivaju se na principu neprekidne regeneracije, ali imaju mnogo visi
kapacitet izmene. Znacajan napredak postignut je u daljem smanjenju
zapremine Supljina, koje u slu¢aju mikromembranskih prigusivaca iznose
samo 50 pl. Dalje poboljSanje ogleda se u samom rukovanju sistemom. Dok
membrane u prigusivackom Supljem vlaknu stare i treba ih ¢esto menjati,
mikromembranski prigusiva¢ se prakticno ne mora menjati ako se slede
uputstva za upotrebu. Na slici 4.5 je prikazana struktura ,,sendvic”
mikromembranskog prigusivaca. Mobilna faza prolazi kroz komoru za
ispiranje koja se nalazi u sredini, dok tok regeneracije protice kroz dve
povratne komore. Katjoni mobilne faze se ovde mnogo efikasnije
transportuju do susedne membrane nego Sto je u slucaju primene
priguSivackog Supljeg vlakna. Najveéi napredak u primeni jonske
hromatografije, a koji je omoguéen razvojem mikromembranskih
prigusivaca je uvodenje gradijente tehnike eluiranja sa naknadnom
detekcijom provodljivosti. Dakle, u ovom prigusivackom sistemu mobilna
faza 1 priguSivacki rastvor se kre¢u u suprotnim pravcima, sa svake strane
permeabilne jonoizmenjivacke membrane. U sluCaju analize anjona,
membrana je na bazi katjonskog izmenjivaca, a u slucaju analize katjona,
membrana je na bazi anjonskog izmenjivaca. Na primer, ako je potrebno
ukloniti jone natrijuma iz mobilne faze, kiselina za regeneraciju protice kroz
prigusivacki deo sistema. Joni Na iz mobilne faze se izmenjuju sa
vodonikovim jonima iz membrane i nakon toga migriraju kroz membranu i
dalje se izmenjuju sa vodonikovim jonima iz rastvora za regeneraciju.
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Slika 4.5. Sematska struktura mikromembranskog prigusivaca u anjonskoj
izmeni

Katjonska izmena. Sistem za razdvajanje i odredivanje katjona
ekvivalentan je sistemu koji se upotrebljava za analizu anjona. Sastoji se od
katjonskog izmenjivaca niskog kapaciteta i prigusivacke kolone koja sadrzi
smolu za anjonsku izmenu sa jakom bazom u obliku hidroksida. Umesto
prigusivacke kolone u savremenim uredajima upotrebljavaju se membranski
prigusivac¢i. Kao i u sluaju anjonske analize, primena priguSivackog
sistema nije neophodan preduslov za odredivanje katjona pomocu
konduktometra kao detektora.

Reakcija izmene sa katjonom, M, koji se nalazi na stacionarnoj fazi
katjonskog izmenjivaca moze se prikazati na slede¢i nacin (reakcija 4.6 i
4.7):

Smola- NR,OH + HNO, — Smola-NR, NO, +H,0  (4.6)
Smola- NR,OH + M NO, — Smola- NR; NO; + MOH  (4.7)
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Dakle, kiselina iz mobilne faze se konvertuje u vodu, a analizirani
katjoni se prevode u odgovarajuce hidrokside. Razdvajanje katjona zasniva
se na njihovim razli¢itim afinitetima prema stacionarnoj fazi. Kao i u
sluc¢aju anjonskih izmjenjivaca, Katjonski izmjenjivaci se klasifikuju prema
vrsti materijala od koga je sacinjen nosac (skelet). lako se organski polimeri
najcesce koriste u proizvodnji katjonskih izmenjivaca, to nije neophodno, s
obzirom na to da se razblazene kiseline upotrebljavaju kao sredstvo za
eluiranje prilikom katjonskih razdvajanja, te nije neophodna stabilnost
tokom celog opsega pH-vrednosti koji je karakteristiCan za organske
polimere. Zbog toga se upotrebljavaju katjonski izmenjivaci na bazi
silicijuma, koji pokazuju znacajno vecu hromatografsku efikasnost. Kao
katjonski izmenjiva¢i mogu da se koriste izmenjivaci na bazi polimera
(stiren/divinilbenzen  kopolimeri, polimetakrilat, polivinilske smole),
katjonski izmenjivaci na bazi lateksa, kao i katjonski izmenjivac¢i na bazi
silike.

Kao $to je receno, u anjonskoj HPIC, vrsta mobilne faze koja ¢e se
primeniti zavisi od metode detekcije, medutim, to nije slucaj u katjonskoj
izmenjivackoj hromatografiji. Za razdvajanje alkalnih metala, amonijum-
jona 1 malih alifatiénih amina, kao mobilna faza obi¢no se upotrebljavaju
mineralne kiseline (hlorovodoni¢na ili azotna kiselina), nezavisno od toga
da i se detekcija merenjem provodljivosti izvodi sa ili bez priguSivackog
sistema. Organske mobilne faze nisu ba§ ceste u katjonskim izmenama.
Dvovalentni katjoni poput zemnoalkalnih metala ne mogu se eluirati
razblazenim mineralnim kiselinama, budu¢i da pokazuju mnogo veci
afinitet prema stacionarnoj fazi na bazi jako kiselog katjonskog
izmenjivaca. Medutim, povecanje koncentracije kiseline u mobilnoj fazi je
nemoguce iz dva razloga. Prvi razlog je §to je u sistemu bez priguSivaca
izuzetno visoka provodljivost mobilne faze i1 to bi onemogucilo osetljivo
detektovanje jona zemnoalkalnih metala pomocu konduktometra kao
detektora. Drugi razlog je da se u sistemu sa priguSivatem ne moze
obezbediti potrebno smanjenje Suma. Mikromembranski priguSiva¢ u
kombinaciji sa meSavinom 2,3-diaminopropionske i hlorovodoni¢ne
kiseline se koristi za razdvajanje zemnoalkalnih metala. Pored toga, za
eluiranje teskih 1 prelaznih metala koriste se slabe organske kiseline kao
kompleksirajuci agensi. PoSto se metali razdvajaju kao anjonski ili neutralni
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kompleksi, vrsta i koncentracija organske Kkiseline zavisi od postupka
razdvajanja.

PriguSivacki sistemi u katjonskoj izmeni. Prvobitno su u katjonskoj
jonoizmenjivackoj hromatografiji upotrebljavane prigusivacke kolone koje
sadrze jonoizmenjivacku smolu. Funkcija prigus§vacke kolone detaljno je
opisana na primeru anjonske izmene. Isto tako, svi nedostaci prigusivacke
kolone u okviru anjonske izmene vaze i u katjonskoj analizi. Pored toga,
funkcija izmene prigusivacke kolone, koja je obi¢no u obliku hidroksida,
zasniva se na pretvaranju slabo baznih katjona u odgovarajué¢e slobodne
baze. Na primer, amonijum-joni se prevode u slobodnu bazu NHs. Prema
tome, slabo bazni katjoni mogu interagovati sa anjonskom smolom
prigusivacke kolone, $to dovodi do znatno duzeg vremena zadrzavanja. Kao
Sto je ranije receno, na Sirenje pika u HPLC znacajno utice veli¢ina Cestica
smole. Tako se Sirenje pika u prigusivackoj koloni smanjuje sa smanjenjem
precnika cestica upotrebljene smole. Sli¢no tome, zapremina Supljina na
prigusivackoj koloni treba da bude §to manja da bi se smanjili efekti Sirenja
pika. Stoga bi optimalna prigusivacka kolona trebala da ima vrlo malu
zapreminu 1 vrlo mali pre¢nik Cestica na jonoizmenjivackoj smoli, $to je
veoma teSko. Danas se konvencionalne priguSivacke kolone veoma retko
upotrebljavaju. Kao 1 u slucaju anjonske izmene, nedostaci prigusivacke
kolone su prevazideni primenom priguSivackih Supljih vlakana. U okviru
katjonske izmene, membrana sadrzi kvaternerne amonijumove baze u
obliku hidroksida za razmenu anjona koji su prisutni kao kontrajoni za
hidroksidne jone. Dinamicka ravnoteza se uspostavlja u stalnim radnim
uslovima, tako da se detekcija odvija nesmetano. Pored priguSivackih
Supljih vlakana upotrebljavaju se 1, ve¢ opisani, mikromembranski
prigusivaci.

4.5.2. Jon-ekskluziona hromatografija
Jonoizmenjiva¢i mogu da zadrZavaju slabe elektrolite ili neelektrolite
procesom koji ne podrazumeva jonsku izmenu. HPICE se upotrebljava za

razdvajanje slabih neorganskih i organskih kiselina. Pored toga, moze se
koristiti za razdvajanje alkohola, aldehida, aminokiselina i ugljenih hidrata.
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Potpuno disosovane kiseline se ne zadrzavaju na stacionarnoj fazi i eluiraju
se kao jedan pik. Medutim, nedisosovana jedinjenja mogu da difunduju u
pore smole i ovom sluaju se razdvajanje zasniva na nejonskim
interakcijama izmedu mobilne i stacionarne faze i razlikuje se za pojedine
analite usled razlika u njihovim moguénostima da se raspodeljuju izmedu
dve faze. Slabo jonizovane Kkiseline se razdvajaju na katjonskim
izmenjivacima visokog kapaciteta, slabo jonizovane baze se razdvajaju na
anjonskim izmenjivac¢ima, dok se nejonizovana jedinjenja mogu razdvajati i
na katjonskim i na anjonskim izmenjiva¢ima. Faktori koji uticu na kretanje
analita kroz kolonu su stepen jonizacije (viSe jonizovana jedinjenja se brze
krecu), interakcija izmedu analita i rastvaraca koji se nalazi izmedu Cestica
stacionarne faze, zatim polarna interakcija izmedu analita i jonskih grupa na
stacionarnoj fazi, kao i interacija izmedu analita i polimera stacionarne faze.

Detekcija se obi¢no izvodi merenjem elektriéne provodljivosti. U
kombinaciji sa prigusivackim sistemom, ova metoda detekcije je superiorna
u odnosu na sve druge metode, kao $to su indeks refrakcije ili UV detekcija
na kratkim talasnim duzinama, s obzirom na specifi¢nost i osetljivost
metode.

Kolone u HPICE sadrze potpuno sulfonovanu katjonsku
izmenjivacku smolu. Mehanizam razdvajanja koji se javlja na navedenoj
stacionarnoj fazi zasnovan je na tri fenomena: Donnan-ova ekskluzija,
sterna ekskluzija i adsorpcija. Postupak razdvajanja na jon-ekskluzionoj
koloni dat je na slici 4.6, gde je prikazana povrSina jonoizmenjivacke smole
sa povezanim grupama sulfonske kiseline.

Kada c¢ista voda prode kroz kolonu, formira se hidratisani sloj oko
grupa sulfonske kiseline. Prema ovom modelu razdvajanja, hidratisani sloj
moze da propusti samo nedisosovana jedinjenja i rastvor mobilne faze.
Potpuno disosovane kiseline, kao §to je hlorovodoni¢na kiselina, koja se
koristi kao mobilna faza, ne mogu da prodru u ovaj sloj zbog negativno
naelektrisanog jona hlorida. Stoga se takvi joni ne zadrzavaju na
stacionarnoj fazi.
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Slika 4.6. Sematski prikaz procesa razdvajanja na koloni u okviru HPICE

Izbor stacionarne faze, kao i mobilne faze za HPICE je relativno
ograni¢en. Kao stacionarna faza obi¢no se koristi potpuno sulfonovani
katjonski izmjenjiva¢ na bazi polistiren/divinilbenzena u protonovanom
obliku. Procenat divinilbenzena, izrazen kao stepen umrezavanja, posebno
je vazan u pogledu zadrzavanja organskih kiselina. U zavisnosti od stepena
umrezavanja, ove kiseline mogu difundovati u stacionarnu fazu u vecem ili
manjem stepenu, Sto utice na duZinu zadrzavanja na stacionarnoj fazi.
Danas se upotrebljavaju stacionarne faze koje imaju Cestice malih pre¢nika
u opsegu od 5 do 15 pm, koji omogucavaju brze difuzione procese. U vecini
slucajeva se kao mobilna faza koristi Cista dejonizovana voda. U nekim
slucajevima, na primer za odredivanje organskih kiselina, upotrebljavaju se
mineralne kiseline kao mobilna faza. Ako se katjonski izmenjiva¢ na bazi
srebra koristi kao priguSivac, onda se u ovom sluc¢aju kao mobilna faza
upotrebljava hlorovodonicna kiselina.

U HPICE se takode upotrebljavaju prigusivacki sistemi ¢ija uloga je
da hemijski smanje provodljivost kiseline koja se upotrebljava kao mobilna
faza. Do razvoja modernih membranskih prigusivaca, upotrebljavale su se
prigusivacke kolone koje su sadrzavale katjonsku smolu u obliku srebra. Sa
razblazenom hlorovodoni¢nom kiselinom kao mobilnom fazom, reakcija
prigusivanja se moze prikazati na slede¢i nacin (reakcija 4.8):
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Smola-SO; Ag" + H'CI” — Smola-SO; H" + AgCl| (4.8)

Organske kiseline koje se analiziraju na ovaj nacin se ne taloze sa
srebrom 1 stoga do Celije kondukometra dolaze nepromenjene. Ova vrsta
prigusivanja primenom prigusivacke kolone ima niz nedostataka, koji se
ogledaju u tome da sa povecanjem stvaranja srebro-hlorida u prigusivackoj
koloni raste pritisak i posledi¢no se javlja Sirenje pikova na hromatogramu.
Signali se mogu proceniti samo uporedivanjem povrsina pika sa referentnim
jedinjenjima poznatih koncentracija. Zatim, teoretski je moguca periodi¢na
regeneracija prigusivacke kolone sa koncentrovanim rastvorom amonijum-
hidroksida. Medutim, to nema nikakvog smisla jer zahteva mnogo vremena.
Isto tako, kontinualna regeneracija priguSivacke kolone, koja se koristi
veoma dugo u okviru anjonske izmene, nije bila moguca sa prigusivackim
kolonama u okviru jon-ekskluzone hromatografije.

Da bi se prevazisli gore nabrojani nedostaci razvijena je katjonska
izmenjivacka membrana. Ova membrana omogucava kontinualnu
regeneraciju i sastoji se od sulfonovanog polietilenskog derivata. Otporna je
na organske rastvaraCe, koji se meSaju sa vodom i pokazuje visoku
propusnost za  kvaternerne amonijumove baze, kao Sto je
tetrabutilamonijum-hidroksid. Naime, u regenerisanom stanju, membrana je
u obliku tetrabutilamonijum-jona. Oksonijum-joni organskih kiselina koji
prolaze kroz unutrasnjost membrane zamenjuju se sa tetrabutilamonijum-
jonima u prigusivackoj reakciji. Zbog razli¢itih provodljivosti oksonijum i
tetrabutilamonijum-jona, so koja nastaje kao proizvod prigusivanja ima
znaajno nizu provodljivost od odgovaraju¢eg oblika kiseline. U zoni
dinamicke ravnoteZe odvija se reakcija neutralizacije izmedu H* i OH -jona
da bi nastala voda kao proizvod priguSivanja. Voda napusta prigusivac
zajedno sa viskom tetrabutilamonijum-hidroksida.

U  jon-ekskluzionoj  hromatografiji ~ upotrebljavaju se i
mikromembranski priguSivaci, €iji sistem odgovara sistemu opisanom u
slucaju anjonske 1 katjonske HPIC.

Kuplovanje HPIC 1 HPICE se izvodi radi poboljSanja selektivnosti
hromatografskog razdvajanja neorganskih i1 organskih kiselina u slozenim
matriksima. Kuplovani sistem je prikazan na slici 4.7. Uzorak prvo nailazi
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na jon-ekskluzionu kolonu koja je pakovana katjonskim izmenjiva¢em i na
njoj se odvija prvo razdvajanje slabo kiselih analita, dok jako disosovani
analiti putuju u sledecu jonoizmenjivacku kolonu, koja je pakovana
anjonskim izmenjiva¢em. Slabo disosovani analiti se nakon prigusivackog
sistema detektuju konduktometrom, dok se jako disosovani analiti nakon
razdvajanja u drugoj koloni, takode nakon prolaska kroz prigusivacki sistem
detektuju konduktometrijski.

UZORAK

KOLONA ZA RAZDVAJANJE

PRIGUSIVACKI SISTEM

CELIJA KONDUKTOMETRA
> OTPAD

KOLONA ZA KONCENTRISANIJE

KOLONA ZA RAZDVAJANJE
PRIGUSIVACKI SISTEM

() CELIJAKONDUKTOMETRA

Slika 4.7. Sematski prikaz kuplovanja jonoizmenjivacke i jon-ekskluzione
hromatografije

4.5.3. Jon-par hromatografija

IPC predstavlja korisnu alternativu IEC. Selektivnost razdvajanja se postize
odabirom mobilne faze, tako da se mogu razdvojiti i anjonska i katjonska
jedinjenja. Ova univerzalnost pomogla je da IPC dostigne znacajnu
primenu. Predstavlja tipiCan primer hromatografskog procesa cije
razdvajanje se zasniva na uspostavljanju sekundarne ravnoteze. Najcesce,
ovaj tip hromatografskog razdvajanje podrazumeva upotrebu HPLC
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stacionarne faze (obi¢no reverzno-fazne) sa vodenom mobilnom fazom koja
sadrzi reagens za uparivanje jona i organski modifikator. Reagensi za
uparivanje jona su negativno ili pozitivno naelektrisani organski molekuli sa
neorganskim kojonom. Medu reagensima za uparivanje jona, za anjonske ili
katjonske analite koriste se alkilamonijum ili alkanske sulfonatne soli.
Postoji nekoliko predlozenih mehanizama koji opisuju razdvajanje kod IPC.
Jedan od mehanizama se zasniva na tome da tokom eluiranja neutralni
jonski parovi nastaju hidrofobnim interakcijama izmedu analita i reagensa
za uparivanje jona. Pored toga, predlozeno je da se reagens za uparivanje
jona, zbog hidrofobnog dela, adsorbuje na povrsini stacionarne faze i da na
taj nacin nastaju mesta za izmenu jona izmedu kontrajona i analita. Takode,
pretpostavlja se da se molekuli reagensa za uparivanje jona adsorbuju na
povrsini stacionarne faze i da se barijera potencijala neutraliSe drugim
slojem kontrajona. Analit difunduje kroz pomenutu barijeru i gradi jonski
par sa reagensom za uparivanje i na taj nacin se analiti razdvajaju usled
razlika u njihovom afinitetu ka jonima na stacionarnoj fazi.

Ako se pretpostavi da su sve vrste u mobilnoj fazi disosovane, a
rastvara¢ je vec¢inom voda koja favorizuje disocijaciju, ravnoteza koja
opisuje zadrZzavanje jona analita na reverznoj stacionarnoj fazi, A, moze se
opisati reakcijama 4.9 i 4.10 za razdvajanje analita, X", u prisustvu
katjonskog reagensa, R*C", ili reakcijama 4.11 i 4.12 za razdvajanje analita,
X", u slu¢aju primene anjonskog reagensa, R M™:

A+R'C > A R'C (4.9)
A R'C+X 5> A~RX +C (4.10)
A+RM 5 A RM (4.11)
A RM +X" 5 A RX +M* (4.12)

Prethodno prikazane reakcije predstavljaju uproS¢en proces IPC.
Medutim, to je i1 dalje korisno jer su svi parametri koji uti¢u na razdvajanje
analita identifikovani. Isto tako, predstavlja osnov za semikvantitativno
predvidanje ponasanja i optimizacije jednog IPC razdvajanja.

Na retenciju 1 selektivnost u IPC uti¢e nekoliko eksperimentalnih
promenljivih, ukljucujuéi vrstu, hidrofobnost i koncentraciju reagensa za
uparivanje jona, jonsku jacinu, koncentraciju organskog modifikatora i
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adsorptivna svojstva stacionarne faze. Povecavanje hidrofobnosti i
koncentracije reagensa za uparivanje jona dovodi do poveéanja njegove
koncentracije na stacionarnoj fazi i do veéeg zadrzavanja analita. Na
formiranje kompleksa sa jonima utice modifikacija jonske jacine usled
takmicenja izmedu jona mobilne faze i analita. Zadrzavanje analita smanjuje
se sa povecanjem koncentracije organskog modifikatora, jer su hidrofobne
interakcije izmedu reagensa za uparivanje jona, jona i stacionarne faze
smanjene.

IPC se obi¢no izvodi na dva nacina: (1) uvodenjem reagensa za
uparivanje jona unutar mobilne faze i izvodenjem razdvajanja analita
odgovarajuom mobilnom fazom; (2) preliminarnom modifikacijom
reverzno-fazne kolone sa reagensom za uparivanje jona i koris¢enjem te
kolone kao kolone za izmenu jona.

Eluiranje katjona se uglavnom postize kompleksiranjem sa ligandom
(npr. limunskom, vinskom, oksalnom i a-hidroksiizobuternom kiselinom) i
jonskim uparivanjem negativno ili pozitivno naelektrisanih kompleksa sa
reagensom za uparivanje jona. Velika prednost primene ove tehnike ogleda
se u moguénosti promene selektivnosti sistema uz pomo¢ velikog broja
parametara, ali isto tako pomenuto postaje i nedostatak kada se efekat
svakog parametra mora uzeti u obzir tokom dizajniranja mehanizma za
uparivanje jona.

Analogno sa  jonoizmenjivackom i jon-ekskluzionom
hromatografijom, Sum eluata se mora smanjiti primenom odgovarajucih
prigusivackih sistema 1 u IPC, da bi se postigla osetljiva detekcija
konduktometrom.

4.5.4. Elektrostaticka jonska hromatografija

Prema ovoj vrsti jonske hromatografije, primenom amfoternih surfaktanata i
cviterjona, koji se koriste kao moblna faza za razdvajanje nukleotida i
stacionarne faze na bazi cviterjonskog silicijuma, omogucéava se
istovremeno razdvajanje organskih katjona i anjona. Mehanizam ove
metode se zasniva na tome da se analiti 1 kontrajoni kombinuju stvarajuci na
taj nacin jonske parove 1 razdvanjanje se zasniva istovremenim

176



interakcijama elektrostatickog privlacenja i odbijanja sa naelektrisanom
stacionarnom fazom.

4.5.5. Helataciona jonska hromatografija

Helataciona jonska hromatografija ili, u novije vreme, helataciona jonska
hromatografija visoke efikasnosti, uglavnhom se odnosi na analizu jona
metala i na analizu metala u tragovima u slu¢aju uzorka sa visokim jonskim
jacinama, gde se jonska i IPC ne mogu primeniti, jer su mesta za jonsku
izmenu zauzeta jonima soli, ili je mehanizam uparivanja jona modifikovan.
Stacionarna faza se sastoji od skeleta (polimerni materijali ili silika) na koji
je hemijski vezana helatna grupa ili je prekrivena ligandom koji je trajno ili
dinamicki vezan na povrsini. Trajno vezivanje znaci da se kolona priprema
propustanjem rastvora (npr. voda-metanol) koji sadrzi odgovarajuci ligand
koji se adsorpbuje na nosacu. Kolona se zatim ispira (vodom odgovarajuce
pH-vrednosti) da bi se uklonili molekuli liganda koji se nisu adsorbovali,
kao i neadsorbovani joni metala, i nakon toga se ponovo ispira kiselim
rastvorom. Dinamic¢ko vezivanje je slicno kao i u IPC, samo se umesto
reagensa za uparivanje jona, mobilnoj fazi dodaje helatni reagens.
Mehanizam razdvajanja primenom ove vrste hromatografije ukljucuje
formiranje koordinacionih veza, kao 1 proces jonske izmene izmedu jona
metala i grupa na stacionarnoj fazi. Termodinamika i Kkinetika
formiranja/disocijacije kompleksa su kljucni faktori razdvajanja. Da bi se
osiguralo da je koordinacija preovladavajuc¢i mehanizam, koriste se mobilne
faze velike jonske jacine (npr. 0,5-1,0 mol/L KNOs), a pH-vrednost postaje
osnovni parametar za promenu razdvajanja.

46. DETEKTORI

Detekcija u IC zavisi u velikoj meri od prirode eluenta (sastav i
koncentracija), analita, kao i potrebne osetljivosti. Idealne karakteristike
detektora su sledece: visoka osetljivost, linearni odnos izmedu koncentracije
i signala, stabilan i nizak Sum, kao i velika brzina odgovora. NajéeScée se u
slu¢aju kada je jonska jac¢ina mobilne faze mala u IC upotrebljava detektor
koji se zasniva na merenju provodljivosti. Ipak, postoje sistemi u kojima
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ovakva vrsta detekcije nije primenljiva, npr. za vrste sa niskom specificnom
provodljivosc¢u ili za vrste (metali) koje se mogu istaloziti tokom klasi¢ne
detekcije sa priguSivackom kolonom. Medu tehnikama koje se mogu
koristiti kao alternativa konduktometrijskoj detekciji su, kao Sto je
spomenuto: spektrofotometrija, amperometrija i spektroskopija (atomska
apsorpciona i atomska emisiona) ili spektrometrija (ICP—MS i MS).

Konduktometar kao detektor. Merenje provodljivosti se moze
smatrati univerzalnim nacinom detekcije neorganskih i organskih jona
analita nakon hromatografskog razdvajanja. Konduktometri kao detektori su
jednostavni uredaji, koji mogu imati veoma male zapremine na mrtvom
vremenu, omogucéavaju veoma brze odgovore, jednostavni su za upotrebu,
daju reproduktivne i taCne rezultate. Ova vrsta detekcje obuhvata
neprigusivacke, kao i prigusivacke sisteme. Kvalitet konduktometra kao
detektora je povecan primenom prigusivackih sistema. Sa poboljSanim
prigusivackim sistemima i moguénos$c¢u kontrolisanja temperature, prosirena
je oblast primene detektora provodljivosti. Detekcija sa neprigusenom
provodljivoséu daje signal koji predstavlja zbir provodljivosti jona analita,
njegovog kojona i smanjenje kontrajona mobilne faze koji ostaje na koloni.
Promena provodljivosti tokom analize analita je funkcija ograni¢avajuce
koncentracije i jonske provodjivosti analita i jona mobilne faze. Za potpuno
disosovane analite 1/ili mobilne faze, Ciji stepen disocijacije zavisi od pH,
signal je proporcionalan koncentraciji analita 1 raste kako se povecava
stepen jonizacije analita u mobilnoj fazi.

Neprigusivacka detekcija se primenjuje kao direktno ili indirektno
merenje, u zavisnosti od hemijskih svojstava mobilne faze i analita. Direktni
nacin se koristi sa mobilnim fazama koje imaju znatno niZu provodljivost od
jona analita. Povecanje osetljivosti dobija se kao posledica smanjenja
jonizacije mobilne faze. Klju¢an faktor ove metode je upotreba jona
izmenjivaca niskog kapaciteta, Sto s druge strane omogucava upotrebu
veoma razblazene mobilne faze. Suprotno tome, mobilne faze sa visokom
provodljivos¢u (npr. NaOH) su odgovarajuce u slucaju indirektne detekcije
provodljivosti, gde je provodljivost analita znatno manja od provodljivosti
mobilne faze i eluiranje analita prati negativna promena provodljivosti.

Prigusivacka detekcija je najces¢i nain detekcije 1 razlikuje se od
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prethodno opisane neprigusivacke detekcije usled primene priguSivacke
kolone, ¢ija je funkcija smanjenje provodljivosti mobilne faze pre ulaska u
¢eliju detektora, kao i povecanje signala analita. Prva prigusivacka kolona je
bila kolona u obliku H" ili OH" i predstavljala je osnov na kojem je izgraden
jonski hromatograf.

Primena prigusivacke kolone moze se opisati reakcijama 4.13 1 4.14:

Smola-H" + Na*HCO; « Smola-Na" + H,CO; (4.13)
Smola-H" + Na" + A" <> Smola-Na" + H" + A (4.14)

gde je A" analit, a NaHCOg; je mobilna faza.

Rezultat navedenog je da se primenom H'-jona, detekcija analita
poboljSava usled smanjenja provodljivosti mobilne faze i povecanja koliine
analita zamenom Na'-jona sa jonima H*, koji imaju veéu jonsku
provodljivost. Takode, ako se u sistem mogu dodati OH -joni, prigusivacka
tehnika se moZe primeniti i za razdvajanje na katjonskim izmenjiva¢ima. Na
slici 4.8a je prikazan primer hromatograma koji je rezultat analize anjona na
anjonskoj izmenjivackoj smoli, u prisustvu jako provodne mobilne faze i
primenom konduktometra kao detektora. PokuSaj da se poveca
hromatografski pik je onemogucen usled visoke provodljivosti mobilne faze
i efekta odnosa signal/Sum. Ako se smanji doprinos provodljivosti mobilne
faze (slika 4.8b) onda se odnos signal/Sum znacajno povecava i granica
detekcije se poboljSava. Najces¢i nacin da se ovo postigne je primena vec
opisane prigusivacke kolone.

Kontrajoni

‘_[[A— cr- Br-
AN N

~»

Cl-

~
.

F- Br~

Provodljivost
Provodljivost

L

Vreme Vreme
a) b)
Slika 4.8. Signal dobijen: a) bez priguSivackog sistema i b) u prisustvu
prigusivackog sistema
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Spektofotometar kao detektor. Spektrofotometrijska detekcija se
moze podeliti na direktnu, indirektnu i direktnu nakon posle-kolonske
derivatizacije. Direktna detekcija se moze upotrebljavati za one analite koji
apsorbuju u UV ili vidljivom delu spektra (npr. Br, BrO,, NO; itd.). Neki
joni metala, kao S$to su Au, Pt 1 Pd, mogu se direktno detektovati kao
hlorokompleksi, dok se prelazni, teski i zemnoalkalni metali pre razdvajanja
moraju kompleksirati sa odgovaraju¢im ligandom 1 nakon toga se direktno
detektuju, ili se nakon razdvajanja mogu detektovati procesom posle-
kolonske derivatizacije. Poslednji nacin detekcije zahteva uredaj (pumpa ili
sistem pod pritiskom) za uvodenje reagensa posle kolone (hromofor) i
reakcionu zavojnicu da bi se osigurao kraj reakcije derivatizacije. Idealan
posle-kolonski reagens treba da bude univerzalan za §to veéi broj jona
metala. Pored toga, treba da je stabilan i1 da gradi visoko apsorbujuce
komplekse sa jonima metala. Indirektna detekcija se zasniva na apsorpciji
jona mobilne faze (npr. NOj;, ftalat, benzoat, metilbenzilamin). U ovom

slu¢aju, mobilna faza treba da ima ve¢u moc¢ apsorpcije od analita. Ovaj
nacin detekcije ima ograni¢enu primenu, jer su granice detekcije Cesto
neadekvatne.

Amperometrijska detekcija. Ovaj vid detekcije se zasniva nha
primeni potencijala izmedu dve elektode koje se nalaze u eluatu i meri se
promena struje koja je posledica oksidacije analita na anodi ili redukcije na
katodi. Primenjeni potencijal mora bit takav da se poveca signal koji potice
od analita 1 istovremeno smanji signal koji poti¢e od interferirajucih jona.
Nacini rada koji se upotrebljavaju u amperometrijskim tehnikama za
detekciju u proto¢nim sistemima se odvijaju pri konstantnom potencijalu,
gde se struja meri u neprekidnom rezimu, pri pulsnom potencijalu uz
uzorkovanje struje u odredenim vremenskim intervalima (pulsna
amperometrija) ili pri pulsnom potencijalu sa integracijom struje u
odredenim vremenskim intervalima (integrisana pulsna amperometrija).
Amperometrijske tehnike detekcije se uspesno primenjuju za detekciju
ugljenih hidrata, kateholamina, fenola, cijanida, jodida, amina itd.
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Maseni spektrometar kao detektor. Jonska hromatografija u

kombinaciji sa masenom detekcijom ima veliki znacaj zbog izuzetno velike

potrebe za odredivanje novih kontaminanata sa visokom osetljivos¢u. Usled

razvoja softvera ova kombinacija metoda je znacajno pojednostavljena.
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5.1. UvOD

Bez obzira na znacaj i primenu, GC i HPLC tehnike ne mogu biti
iskoriS¢ene za razdvajanje i analizu svih tipova uzoraka. Kada se koristi sa
kapilarnim kolonama, GC omoguéava efikasno razdvajanje sa odli¢cnom
rezolucijom. Medutim, kao S§to je spomenuto, primena GC je ipak
ograni¢ena na analizu lako isparljivih jedinjenja na sobnoj temperaturi ili
neisparljivih jedinjenja koja se nakon derivatizacije prevode u stabilne
isparljive derivate pogodne za analizu. S druge starne, HPLC moze biti
iskoriS$¢ena za razdvajanje sireg spektra jedinjenja u rastvoru, medutim neki
od najcesce koriscenih detektora (UV, fluorescentni i elektrohemijski) nisu
univerzalni i ne odgovaraju svim tipovima uzoraka, za razliku od FID koji
se takode cesto koristi u GC.

SFC predstavlja odgovaraju¢u alternativu za GC i HPLC tehnike.
Mobilna faza u SFC je tokom analize na temperaturi i pritisku koji
prevazilaze kriti¢nu tac¢ku, zbog ¢ega nije ni U gasovitom, ni u te¢nom
agregatnom stanju, nego je superkriticni fluid (slika 5.1).

A

kriti¢na tacka - superkriti¢ni

N fluid

Pritisak
to stanje

tecnost

Cvrs

gas

¥— trojna tacka

Temperatura
Slika 5.1. Fazni dijagram za superkriti¢ni fluid
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Kritiéni parametri mobilne faze zavise od van der Waals-ovih
interakcija. Vrednosti odabranih parametara superkriticnog fluida su izmedu
vrednosti gasa i tecnosti (tabela 5.1).

Tabela 5.1. Tipi¢ne vrednosti odabranih parametara za gas, teCnost i
superkritiéni fluid”

Gustina Viskoznost leu_z!_onl
Faza L T L) koefI(;I jent
(cm°/s)
Gas 0,001 0,0001 0,1
Superkritiéni fluid 0,1-1 0,0001-0,001 0,0001-0,001
Tecénost 1 0,01 < 0,00001

“ZaokruZeno na najblizi faktor 10

Gustina superkriti¢cnog fluida je mnogo bliza gustini te¢nosti, nego
gustini gasova, zbog ¢ega se mobilna faza kod SFC ponasa vise kao te¢na
mobilna faza kod HPLC, nego kao gasna mobilna faza kod GC.
Superkriti¢ni fluidi imaju viskoznost koja je sli¢na viskoznosti gasova, $to
zna¢i da mogu da se pomeraju kroz kapilaru ili kroz pakovane kolone bez
potrebe da se primenjuje visok pritisak koji se sre¢e kod HPLC instrumenta.
Vreme trajanja analize i rezolucija prilikom SFC analiza, iako nisu tako
dobri kao kod GC analize, imaju bolje karakteristike nego u slu¢aju HPLC
tehnike.

SFC kao tehnika u hromatografiji je prvi put zabelezena 1962.
godine, medutim nije se razvijala sve do osamdesetih godina dvadesetog
veka kada su se pojavili prvi komercijalni instrumenti. Danas se prilikom
SFC analize primenjuju dobro razvijene metode, iako jo§ nije postala
uobicajena tehnika za analizu.
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5.2. DELOVI SUPERKRITICNOG FLUIDNOG
HROMATOGRAFA

Komercijalni instrumenti za SFC se nude kao posebna reSenja ili kao
dodatni delovi za veé¢ postoje¢e HPLC i GC instrumente. Sematski dijagram
osnovnog sistema za SFC je prikazan naslici 5.2.

Varijacije kod SFC wuredaja, u odnosu na HPLC 1 GC, se
prvenstveno odnose na vrstu kolone koja se primenjuje (kapilarna ili
pakovana) i detektor koji se koristi u zavisnosti od primenjene mobilne faze.
Pored toga, vazan dodatak je reduktor koji odrzava neophodnu vrednost
pritiska. Razdvajanje komponenata smese, primenom gradijentne tehnike, je
vrlo sli¢no gradijentnoj analizi primenom HPLC, s tim S$to se gradijent
postize promenom pritiska tokom vremena. Pored toga, rezultujuca
promena u gustini mobilne faze uti¢e na efikasnost razdvajanja. Detekcija
moze biti postignuta primenom standardnih HPLC ili GC detektora.

( MERAC PRITISKA )

INJEKCIONI
VENTIL

MOBILNA (" FILTER PUMPA L »
FAZA

KONTROLA KOLONA
INSTRUMENTA

‘ REDUKTOR

( DETEKTOR )
Y l
( PODACI )

OTPAD

PECNICA

Slika 5.2. Sematski dijagram sistema za SFC
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5.2.1. Pumpe

Najvaznija komponenta SFC instrumenta je pumpa, koja sluzi ne samo za
odrzavanje pogodnog i preciznog protoka mobilne faze, nego zajedno sa
reduktorom obezbeduje neophodan pritisak kako bi mobilna faza ostala
superkritiéni fluid pod precizno definisanim eksperimentalnim uslovima.
Pored pritiska, precizno i tacno definisana temperatura, sa tacnos¢u od + 1
°C, je takode jedan od klju¢nih parametara prilikom SFC analize. Mobilna
faza obic¢no ulazi u pumpu u te¢nom stanju iz cilindra koji je pod pritiskom,
zatim se unosi na kolonu gde se zagreva do superkriticnog stanja. Pumpa je
dizajnirana tako da je otporna na visok pritisak rastvaraca (sve do 60 MPa,
pa 1 vise). Koriste se Spric pumpe zapremine od 1 do 10 pL/min, ili
recipro¢ne pumpe zapremine od 1 od 10 mL/min, u zavisnosti od toga da li
se koriste kapilarne ili pakovane kolone. Sistemi dualnih pumpi, takode
mogu biti iskori§éeni, kao §to je to sluéaj kod HPLC. Spric pumpe
omogucavaju kontinualan protok fluida, §to je veoma vazno prilikom SFC
analize. Medutim, ograniena zapremina rastvaraca je veliki nedostatak
pomenutih pumpi, pored toga §to moraju da se dopunjuju prilikom analize.
Reciprocne pumpe nemaju korak dopune, ali zahtevaju uredaj za
prigusivanje pritiska i hladenje, kako bi se spreilo nakupljanje pare u
samom instrumentu. Pored toga, reciproéne pumpe su manje pogodne za
kapilarne kolone i programiranje pritiska, u odnosu na Spric pumpe.

5.2.2. Injekcioni sistemi

UnosSenje uzorka u sistem za SFC se zasniva na rotacionom sistemu ventila
pod visokim pritiskom koji se ¢esto srece kod HPLC instrumenta. Injektor
se obi¢no nalazi na sobnoj temperaturi, a uzorci se unose uobicajeno
rastvoreni u organskom rastvarac¢u. Uzorak se unosi u kolo za uzorkovanje
pri ambijentalnim uslovima, a zatim se nakon podeSavanja ventila u
injekcionu poziciju, unosi u kolonu pod visokim pritiskom. Razvijene su i
tehnike koje uklju¢uju direktno unoSenje uzorka iz superkritiénog

estrakcionog sistema. Na konvencionalnim pakovanim kolonama, ¢iji je
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pre¢nik 1 mm i veéi, direktno injektovanje je obi¢no vrlo jednostavno.
Problemi se javljaju usled nekompatibilnosti uzorka sa mobilnom fazom.
Kapilarne kolone kod SFC analiza, kao i kod HPLC i GC
instrumenta sa mikrokolonama, su problemati¢ne kada se injektuje uzorak.
Osnovni problemi u vezi sa injekcionim uredajima za kapilarne kolone su:

e Pomeranje pika i smanjenje rezolucije,

e Losareproduktivnost i

e Smanjena osetljiost (¢ak i sa visoko osetljivim detektorom u slucaju
malih koli¢ina uzorka).

Pored toga, kapilarne kolone imaju vrlo malu zapreminu. Tipicna
kolona, duzine od 20 m sa unutra$njim preénikom od 0,05 mm, ima
zapreminu od samo 100 pL zbog Cega zapremina uzorka mora da bude
prilicno mala kako bi se sprecilo smanjenje efikasnosti kolone.
Komercijalni rotacioni injekcioni ventili sa zapreminom uzorkovanja od 60
nL su takode dostupni. Medutim, problem koji se javlja je ¢esto zaCepljenje
kolone.

Glavni pristupi reSavanja navedenih nedostataka podrazumevaju
upotrebu uredaja za razdvajanje i filtriranje rastvaraca, ¢esto sa upotrebom
tehnika koncentrisanja uzorka. Promena pritiska je najpolularniji
mehanizam za koncentrisanje uzorka u SFC. Direktno injektovanje moze
biti ostvareno injekcionim ventilom pri niskom pritisku mobilne faze,
prateno brzim porastom pritiska kako bi se postigla traZzena gustina
rastvora.

5.2.3. Reduktori

Kako bi se odrzali uslovi za postojanje 1 protok superkriticnog fluida duz
kolone, reduktor se postavlja duz putanje protoka fluida. Njegova pozicija u
sistemu zavisi od tipa detektora koji se primenjuje. U slucaju detektora koji
zahtevaju gu$¢u mobilnu fazu, npr. opticki detektori, reduktor se postavlja
nakon detektora. U suprotnom, postavlja se izmedu kolone i detektora, npr.
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kod plamenih detektora. Na ovaj nacin se postize kontrola protoka i pritiska,
kao i brza dekompresija do atmosferskog pritiska, neposredno pre detekcije.
Nacin na koji se vrsi dekompresija je od izuzetne vaznosti ukoliko se koriste
plameni detektori. U ovom slucaju reduktor, ne samo da kontroliSe prenos
eluata od superkriti¢ne faze do gasne faze, nego odrzava i efikasnost rada
kolone bez kondenzacije uzorka.

Idealan reduktor ne postoji, ali ako bi postojao on bi bio inertan,
prilagodljiv, lako zamenljiv i efikasan za sve tipove uzoraka. Linearni
reduktor (slika 5.3a) generiSe linearni gradijent pritiska. Oni su
zadovoljavajuéi za analite malih molekulskih masa 1 uobifajno se
kombinuju sa detektorima sa gasnom fazom. Prilikom analize polarnih
analita i analita vece molekulske mase moze doé¢i do pojave magliCastih
Cestica koje ulaze u detektor, kao rezultat molekulske asocijacije i
kondenzacije analita tokom dekompresije, §to dovodi do pojave ,laznih
pikova” na hromatogramu.

Drugi tipovi reduktora (slika 5.3b—d) reSavaju problem ,laznih
pikova” tako $to obezbeduju da se vrsi brza dekompresija, pri ¢emu je vrh
reduktora zagrejan da bi se izbegla kondenzacija analita.

a) b) ¢) d)

Slika 5.3. Razliciti proto¢ni reduktori: a) linearni, b) konusni, ¢) integralni i
d) frit
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5.2.4. Detektori

Skoro svaki detektor, koji je u sastavu HPLC i GC instrumenata, koristi se
ili se njegova primena razmatra prilikom SFC analize. Jedna od glavnih
prednosti SFC sistema je dijapazon dostupnih detektora. Do sada su se
najviSe koristili UV i FID detektori. Glavni nedostatak UV detektora je
ogranicena osetljivost.

FID detektor se koristi uz mobilne faze koje ne podlezu jonizaciji
tokom detekcije. FID se lako koristi i nema nekih posebnih problema
prilikom SFC analize, zbog Cega je jedan od najcesSce koriS¢enih detektora.
FID omogucuje osetljivu, univerzalnu detekciju vec¢ine organskih jedinjenja
i gotovo da nema odziv u sluéaju CO,, N,O i SFs, kao mobilnih faza. U
opStem slucaju nekompatibilan je sa drugim mobilnim fazama i meSanim
mobilnim fazama koje sadrze organske modifikatore, osim sa mravljom
kiselinom. Cesto se koristi sa metanolom koncentracije do 1%.

Takode, SFC tehnika moze da bude povezana sa MS i FTIR
detektorima, kao i ECD i FPD. Komercijalni SFC-MS instrumenti su
trenutno dostupni sa kolonama pre¢nika od 1 mm ili manje, maseni
spektrometar na bazi hemijske jonizacije omogucava granice detekcije koji
su superiorni u odnosu na elektronsku jonizaciju. Pored toga, El zahteva
visoko razblazeni dekompresovani fluid.

U slu¢ajevima kada se Kkoristi FTIR, CO; je posebno koristan kao
mobilna faza s obzirom da moze biti kondenzovan u hladnom zaustavnom
delu i transparentan je prema IR zraCenju u vrlo vaznoj oblasti spektra koja
odgovara istezanju C—H veze. Kao alternativnha mobilna faza moze da se
koristi ksenon, s obzirom da je prakti¢no transparentan u Sirokom delu
spektra.

5.3. KOLONE

Dve razli¢ite vrste kolona se koriste za SFC analizu, kapilarne i pakovane
kolone (slika 2.14, tabela 5.2).

189



Tehnologija izrade kolona kod SFC je vrlo sli¢na nacinu izrade
kolona kod HPLC i GC instrumenata. Za GC instrumente se obi¢no koriste
kapilarne kolone, dok se za HPLC koriste pakovane kolone. Medutim, kod
SFC stacionarne faze moraju biti stabilnije nego kod HPLC ili GC sistema,
zbog visokih temperatura na kojima se izvode analize. Stacionarna faza je
neutralno jedinjenje koje deluje kao izvor ,trenja” za odredene molekule u
uzorku dok prolaze kroz kolonu. Kombinacija svojstava stacionarne i
mobilne faze znacajno utie na rezoluciju i vreme trajanja analize.

Tabela 5.2. Kolone koje se koriste prilikom SFC analize

Pakovane kolone Kapilarne
Parametar - -
Konvencionalne Uskokanalne Mikro kolone
Unutrasnji
pre¢nik 4.6 1,0 <05 0,025-0,1
(mm)
Duzina
10-30 10-30 50-150 100-5000
(cm)
Materijal Nerdajuci Nerdajuci Kvarcno Kvarcno
kolone Celik gelik staklo staklo
Debljina
filma - - - 0,05-0,5
(nm)
Veli¢ina
Cestica 3-10 3-10 3-10 -
(nm)
Stacionarna Hemijski vezan - Polimerne ..
. Aluminijum Polisiloksan
faza silicijum smole
Pad
pritiska 7 — — 0,01
(MPa)

Ukoliko se, prilikom rada, uporede pakovane i kapilarne kolone
mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:
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e Pakovane kolone obezbeduju vecu brzinu analize nego kapilarne
kolone,

e Brzina protoka mobilne faze je ve¢a kod pakovanih kolona, nego
kod kapilarnih kolona u slu¢aju SFC,

o Kapacitet pakovanih kolona je mnogo veéi u poredenju sa
kapilarnim kolonama i

e Kapilarne kolone mogu obezbediti ve¢i broj teorijskih platoa u
odnosu na pakovane kolone za isti pad pritiska.

Problemi koji se javljaju su zajedni¢ki 1 za HPLC, GC i1 SFC
instrumente. Ipak, kapilarne kolone se vise koriste za SFC sisteme nego za
GC sisteme. Naime, u slucaju kapilarnih kolona kontrola pritiska se lakse
postizZe 1 to zbog manjeg pada pritiska u sistemu.

5.4. MOBILNA FAZA

Svojstva jedinjenja niske polarnosti sa umerenim Kriticnim svojstvima
(CO,, N2O, SFg, ksenon, etan, propan, pentan) su veoma dobro istrazena
kao mobilna faza kod SFC analize. Uobicajene mobilne faze 1 njihovi
odabrani kriticni parametri dati su u tabeli 5.3.

Kombinacija mobilne faze niske polarnosti sa relativno polarnom
stacionarnom fazom omogucava da ve¢ina SFC analiza ima normalnu faznu
raspodelu ili adsorpciju. Kod takvih sistema, u odsustvu specifi¢nih
interakcija, vreme eluiranja je u funkciji molekulske mase i polarnosti
jedinjenja. Vedi i polarniji molekuli se duze zadrzavaju na koloni, Sto
znacajno uti¢e na vreme trajanja analize.

Zbog velikog broja razloga, CO, je fluid koji se najéeSce koristi
prilikom SFC analize. Njegovi kriti¢ni parametri (tabela 5.3) se relativno
lako postizu 1 odrzavaju. Niska Kriticna temperatura omogucéuje da
temperatura rada moze da bude svega 40 °C, $to je veoma pogodno prilikom
analize termolabilnih uzoraka. Kriti€an pritisak od 7,3 MPa u kombinaciji
sa kriticnom gustinom od 0,448 g/mL, omogucuje postizanje visoke gustine
mobilne faze na pritiscima manjim od 40 MPa. Pored pomenutih pogodnih
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kriticnih svojstava, CO, nije toksian, zapaljiv, korozivan (sem u
kombinaciji sa vodom), inertan je prema vecini supstanci i ne ometa veéinu
drugih detekcionih tehnika (posebno u slucaju FID). Takode, CO, ima Sirok
opseg gustina pri normalnim uslovima, $to omoguéava maksimalnu
mogucnost optimizacije rastvaranja. Pored svega navedenog, CO, visoke
Cistoce je lako dostupan po niskim cenama. Tip detektora koji se koristi ima
najvedi uticaj na nivo Cistoce koji se trazi. Prilikom primene FID uredaja
bilo koja ugljovodoni¢na necisto¢a dovodi do povecanja Suma. Pod takvim
uslovima, zahteva se CO, vrlo visoke Cistoée, visSe od 99,9995%, dok je
CO; regularne cisto¢e od 99,8% pogodan za koriS¢enje U Slucaju UV
detektora. Medutim, primena CO; ima ograni¢enje usled reakcija sa nekim
aminima (primarni i sekundarni amini sa pKy > 9), pri ¢emu nastaju urea i
karbamati.

Tabela 5.3. Karakteristike odgovaraju¢ih mobilnih faza za SFC

Tacka Kriti¢ni parametri
tecinjenje Mg TCO PP (gL
CO, 78,5 31,3 7,38 0,448
N.O -89 36,5 7,23 0,457
SFs — 45,5 3,76 0,230
NH3 -33,4 132,3 11,27 0,240
Metanol 64,7 240,5 7,99 0,272
Etanol 78,4 2434 6,38 0,276
Izopropanol 82,5 235,3 4,76 0,273
Etan —88 32,4 4,89 0,203
n-propan —44.5 96,8 4,25 0,220
n-butan —0,05 152,0 3,80 0,228
n-pentan 36,3 196,6 3,37 0,232
Etoksietan 34,6 193,6 3,68 0,267
Ksenon -107,1 16,6 5,89 1,105
Acetonitril 82 274.,8 47,7 0,253
H,O 100 374,1 217,6 0,322

1 atm = 1,01 x10° Pa
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Kriti¢na svojstva 1 hromatografsko ponasanje N,O su vrlo slicni
CO,. Sposobnost rastvaranja uzorka im je vrlo slicna, prime¢ene su samo
minorne razlike u selektivnosti. Njegova osnovna primena se ogleda u
analizi primarnih i sekundarnih amina, $to je ograni¢enje kod CO, kao
mobilne faze.

Alkani su manje pogodni kao mobilna faza, u poredenju sa COs.
Kompatibilni su sa detektorom, medutim oni ispoljavaju razlicite
karakteristike rastvorljivosti. Za nepolarne rastvore, oni su obi¢no jaci
rastvaraci i u nekim slucajevima pokazuju znacajno vecu razliku u
selektivnosti u odnosu na CO,. Homologi n-alkani, od etana do pentana,
imaju kriticna svojstva koja ih ¢ine pogodnom mobilnom fazom u SFC
analizi. Selektivnost moze da se menja tako $to se biraju razliciti ¢lanovi
homologog niza, zbog cega se za rad mogu odabrati razliCiti pritisci i
temperature.

Druge mobilne faze, kao $to su halougljenici, ksenon i SFg imaju
specijalnu primenu. Grupno razdvajanje ugljovodonika na alifati¢ne,
olefinske i aromati¢ne frakcije je analizirano primenom SFg. Ksenon se
pokazao kao vrlo dobar rastvaraC sa boljim superkritiénim svojstvima.
Pored toga, transparentan je u IR oblasti.

Polarni fluidi mogu imati odgovarajucu snagu rastvaranja, medutim
u tim slucajevima se postavlja pitanje bezbednosti tokom njihove primene.
Mogu¢i rastvarac¢i su dati u nizu povecanja polarnosti: HBr < HCI <
CH3NH; < H,S < SO, < CH3Br < NOCI < NH3 < NO..

Amonijak se ¢ini kao dobar izbor kada se radi o
jednokomponentnim fluidima za SFC analize, ali njegova upotreba je
ograni¢ena s obzirom da je visokotoksian, korozivan i reaktivan, a pod
odredenim uslovima je zapaljiv 1 eksplozivan.

Primena SFC tehnike veoma zavisi od mogucnosti analize polarnih
analita. Termolabilni analiti i neisparljivi molekuli visokih molekulskih
masa imaju polarne funkcionalne grupe, sto zna¢ajno otezava analizu.

Zbog komplikacija koje nastaju usled primene jednokomponentnih

polarnih rastvaraca, organski modifikatori se koriste da bi poboljsali jacinu
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rastvaraca niske polarnosti, kao $to je to slucaj sa CO,. Modifikatori, u
koncentracijama manjim od 2%, imaju minimalan uticaj na rastvorljivost
uzorka u superkritiénoj mobilnoj fazi. Primarno se koriste da bi maskirali
interakcije izmedu molekula uzorka i1 dostupnih silanolnih grupa na povrsini
stacionarne faze. Pri viSim koncentracijama modifikatora moguce je
podesiti jacinu rastvaraca i selektivnost mobilne faze promenom prirode i
stepena intermolekulskih interakcija izmedu rastvorka 1 rastvaraca.
Modifikator treba da bude dobar rastvara¢ analita. Pored toga, primena
modifikatora uti¢e i na vreme trajanja analize ukoliko se koriste pakovane
kolone, dok je njihov uticaj zanemarljiv ukoliko se koriste kapilarne kolone.

Modifikovani superkriti¢ni fluidi podrazumevaju:

e CO; dopiran sa metanolom, izopropanolom, dihlormetanom,
tetrahidrofuranom, dimetilsulfoksidom i acetonitrilom,

e Trifluormetan dopiran sa amonijakom i

e Pentan dopiran sa benzenom, izopropanolom i dihlormetanom.

Alifaticni  alkoholi su najpopularniji  modifikatori. Snaga
modifikatora se povecava sa povecanjem duZzine ugljeni¢nog lanca.

Metanol se pokazao kao izuzetno dobar modifikator CO,, ali se na
ovaj nacin eliminiSe mogucnost primene FID detektora. Voda je takode
razmatrana kao modifikator CO, jer ne doprinosi Sumu FID analize, ali su
smese CO, i vode korozivne.

Oblast delovanja SFC moZe biti proSirena i na druge nacine. kao §to
je npr. dodavanje jonsparujuc¢ih reagenasa CO, mobilnoj fazi koji
poboljsavaju razdvajanje SFC tehnike, na taj nacin $to ukljucuju i jonske i
jonizujuce analite. Selektivnost se moze ostvariti uvodenjem sekundarnih
hemijskih ravnoteza u fluidni sistem. Medutim, njihova primena nije jos
detaljno istraZena.

Metode dodavanja modifikatora su preuzete od HPLC tehnike, gde

je upotreba mesanih mobilnih faza Cesta.
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55. FAKTORI KOJI UTICU NA VREME TRAJANJA
ANALIZE

Vreme trajanja analize kod SFC zavisi od temperature, pritiska, vrste
mobilne faze i sastava stacionarne faze. Navedeni faktori su kompleksni i
interaktivni i tokom vremena se menjaju, pa se stoga njihovo ponasSanje ne
moze tako lako predvideti. Vreme trajanja analize najvise zavisi od:

e Pripreme uzorka,

e lIzbora superkriticnog fluida,
e Pritiska,

e Temperature i

e Gradijentnog profila.

Prilikom analize SFC uzorak mora da bude rastvorljiv u rastvaracu
koji je manje polaran nego metanol (dielektrina konstanta manja od 33) s
obzirom da CO,, kao najéesce koris¢ena mobilna faza, ima malu polarnost i
ne moze lako eluirati polarne uzorke. Medutim, ovaj problem se uspesno

reSava dodavanjem odgovaraju¢ih modifikatora u mobilnu fazu.

5.6. POREDENJE SFC SA HPLC I GC

Jasno je da SFC poseduje izuzetan potencijal kao jedna od hromatografskih
tehnika. Prednosti nad HPLC analizom su:

e Krace vreme trajanja analize, buduéi da superkriticne te¢nosti imaju

nisku viskoznost, znatno je manji pad pritiska i mogu se Koristiti
kapilarne kolone i
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e Razdvajanje je efikasnije zbog velike difuzije superkriti¢nog fluida.
Vise interakcija dovodi do boljeg odvajanja komponenata u kra¢em
vremenskom periodu.

Takode, SFC pokazuje i odredene prednosti nad GC analizom:

e Nije potrebna derivatizacija, u vecini slucajeva, jer nema potrebe da
se vecina polarnih grupa prevodi u nepolarne,

e LakSe se analiziraju termicki labilna jedinjenja sa visokom
rezolucijom, jer mogu da pruze brzu analizu na nizim
temperaturama i

e Moguce je analizirati molekule ve¢e molekulske mase zbog bolje

rastvorljivosti uzorka u superkriticnom fluidu.

Kao opsti nedostatak SFC se moZe navesti nemogucnost analize vrlo
polarnih rastvora, zbog relativno nepolarne mobilne faze (CO,).

5.7. OBLASTI PRIMENE SFC

SFC, koja koristi CO, pod pritiskom kao glavnu komponentu mobilne faze,
je poznata ve¢ nekoliko decenija ali se interesovanje za ovu hromatografsku
tehniku znacajno povecalo poslednjih godina.

Primena SFC se Cesto zavrSavala samo kao tehnika ekstrakcije za
pripremu uzoraka. Razvoj savremenih instrumenata koji mogu da obezbede
zahtevanu robusnost 1 osetljivost metode znacajno su doprineli razvoju 1
primeni SFC. StaviSe, smanjenje duZine kolona i pojava sub-2 um Gestica u
stacionarnim fazama favorizovali su razvoj i primenu ultra performansi SFC
(eng. Ultra High Performance Supercritical Fluid Chromatography,
UHPSFC), omogucéavaju¢i brze analize i bolju rezoluciju, ali bez
ograniCenja viskoznih tec¢nosti koje se susre¢u kod UHPLC. Najnoviji

instrumenti su omogucili da granice izmedu SFC i HPLC nestaju.
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Najmoderniji instrumenti su obezbedili prelazak sa jedne metode na drugu,
cak 1 u okviru jedne analize. Kuplovanje sa masenom spektrometrijom je

takode ucestalije 1 otvorilo je put novoj primeni. SFC se Cesto koristi u:

e Industriji prilikom analize boja, izocijanata, oligosaharida,
polisaharida, poliestara, pesticida, surfaktanata, polimera/aditiva,

e Biohemiji pri analizi antibiotika, zloupotrebi lekova, masnih
kiselina/lipida, prostaglandina, steroida i

e Analizi fosilnih goriva prilikom frakcionisanja nafte i njenih

derivata, ugljovodoni¢nih analiza i simulirane destilacije (slika 5.4).

U sustini, SFC se primenjuje tamo gde HPLC i GC daju loSe
rezultate. Vrlo cCesto se SFC koristi zbog odsustva UV apsorbujucih
hromofora u analitu, §to komplikuje HPLC detekciju. Pored toga, niska
termicka stabilnost i isparljivost odabranih jedinjenja oteZzavaju GC analizu,
dok bi se morao uloziti znac¢ajan trud za razvoj HPLC tehnike. Najvaznija
prednost superkriti¢nog fluida, kao mobilne faze, je poboljSanje rezolucije

bez produzavanja vremena trajanja analize ili povecanja duzine kolone.
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Slika 5.4. Broj radova u indeksnoj bazi SCOPUS? iz odabranih oblasti
primene SFC: a) hemija, b) biohemija, genetika i molekularna biologija, c)
hemijski inZenjering, d) farmakologija, toksikologija i lekovi, e) zastita
zivotne sredine, f) nauka o materijalima, g) energija, h) imunologija i
mikrobiologija, i) geonauke i planetologija i j) multidisciplinarne nauke.
Insert: broj publikovanih radova za odabrane godine
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6.1. UVOD

Ekskluziona hromatografija (eng. Exclusion Chromatography, EC) je
tehnika koja je posebno primenljiva u analizi molekula koji imaju velike
molekulske mase. Predstavlja izuzetno vaznu tehniku za karakterizaciju
makromolekula (odredivanje molekulskih masa) u kojoj se molekuli
razdvajaju prema njihovoj veli¢ini. Ova tehnika je pronasla primenu u
karakterizaciji i frankcionaciji prirodnih organskih materija u vodama.
Analiza primenom EC je relativno jednostavna i koristi se standardna
instrumentacija za HPLC. Osnovni delovi instrumenta su pumpa, kolona,
detektor (diferencijalni refraktometar, spektrofotometrijski detektor i dr.) i
sistem za sakupljanje i obradu podataka. Pakovanje kolone se sastoji od
poroznih sfernih Cestica (3 do 20 um). Zadrzavanje u EC se zasniva na
razdvajanju makromolekula izmedu mobilne i stacionarne tecne faze.

Vazno je napomenuti da prema ovoj metodi nema ni hemijskih ni
fizickih interakcija izmedu analita i1 stacionarne faze, Sto je posebno
razlikuje od ostalih tehnika razdvajanja. Opseg makromolekulskih velic¢ina
koje se mogu razdvojiti odredenom kolonom zavisi od veli¢ine (ili
raspodele veli¢ina) pora. Dobijeni hromatogram u ekskluzionoj
hromatografiji predstavlja zavisnost odgovora detektora (osetljivog na
koncentraciju ili molekulsku masu) od vremena eluiranja.

6.2. ISTORIJSKI ASPEKT

Mnogi odnosi izmedu makromolekulskih svojstava i vrednosti molekulskih
masa (M) i/ili raspodele molekulskih masa bili su prepoznati od ranih 60-ih
godina XX veka. Medutim, nije postojala nijedna pogodna metoda kojom bi
se odredila raspodela molekulskih masa polimera u jednom eksperimentu.
Da bi se reSio pomenuti nedostatak, John Moore iz kompanije Dow
Chemical Company iz Teksasa je razvio tehniku koju je nazvao gel-
propusnom hromatografijom. Njegov rad, ,,Gel-propusna hromatografija. I.
Nova metoda za raspodelu molekulske mase slozenih polimera” objavljen je
1964. godine. Moore-ovo istrazivanje zasnovano je na ranijim
istrazivanjima Wheaton-a i Bauman-a, kao i Porath-a i Flodin-a. Godine
1953. istrazivaci su primetili razdvajanje nejonskih supstanci tokom
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prolaska kroz jonoizmenjivacku kolonu, $to je ukazalo na to da bi
razdvajanje molekula na osnovu veli¢ine moglo da bude moguée u
vodenom rastvoru. Ovu vrstu razdvajanja demonstrirali su 1959. godine
Porath i Flodin, koji su koristili kolone pakovane umrezenim hidrofilnim
gelom polidekstrina, da bi se izvrsilo razdvajanje razli¢itih makromolekula
rastvorljivih u vodi, a na osnovu veli¢ine molekula. Ova tehnika je oznac¢ena
kao gel-filtriranje. lako su i hidrofobni gelovi takode razvijeni za
razdvajanje jedinjenja od bioloskog znacaja, ¢injenica da je bubrenje gelova
moguc¢e samo u vodenoj sredini, ograni¢ila je njihovu primenu na
razdvajanje supstanci rastvorljivih u vodi. U svom pionirskom radu, Moore
je kolone punjene stirol/divinilbenzen gelovima povezao sa diferencijalnim
refraktometrom, koji je posebno dizajniran od strane James Waters-a.
Upotrebljeni refraktometar imao je opticku ¢eliju manju od one koja je bila
dostupna na trzistu u to vreme, kao i kontinualan protok uzorka i moguénost
rada na temperaturama do 130 °C. Moore je pokazao da bi pravilnom
kalibracijom gel-propusne hromatografije mogla da se odredi i raspodela
molekulskih masa, kao i M vrednosti sintetickih polimera, $to je bilo veoma
potrebno u industriji polimera.

Stariji pojmovi gel-propusna hromatografija i gel-filtriranje su
uskladeni pod zajedni¢kim nazivom SEC. Postoji nekoliko dobrih razloga
za to:

e Eluiranje i u GPC i u GFC odvija se uobi¢ajenim mehanizmom za
razdvajanje na osnovu veli¢ine molekula,

e lako je vecina kolona koje se upotrebljavaju u okviru ekskluzione
hromatografije pakovana umrezenim gelovima, isto toliko kolona je
punjeno materijalima poput poroznog silicijuma i glinice i
odnedavno monolitima i

e GPC se odnosi na analize primenom organskih rastvaraca, dok GFC
podrazumeva izvodenje analiza u vodenoj sredini.
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6.3. PRINCIP RADA

SEC se zasniva na razdvajanju molekula uzorka prema veli¢ini i obliku
molekula, propustanjem rastvora kroz kolonu ili preko povrsine koja sadrzi
umrezeni polimerni gel. Skelet stacionarne faze predstavlja porozni
polimerni matriks, ¢ije pore su u potpunosti popunjene rastvaracem
(stacionarna faza), a koji ¢e se upotrebljavati kao mobilna faza. Veliina
pora je veoma znacajna, jer od nje zavisi razdvajanje molekula uzorka. Sa
protokom mobilne faze ve¢i molekuli prolaze kroz kolonu bez zadrzavanja
u porama stacionarne faze, a manji molekuli se zadrzavaju razliito vreme,
u zavisnosti od prodiranja u gel stacionarne faze (slika 6.1).

Manji molekuli koji
se zadrZzavaju
u porama gela

Veéi molekuli
koji se ne zadrzavaju
u porama gela

Slika 6.1. Mehanizam razdvajanja molekula na stacionarnoj fazi prilikom
kretanja uzorka kroz u kolonu u SEC. Strelica prikazuje smer kretanja
rastvaraca

Molekuli koji se ne zadrzavaju na stacionarnoj fazi imaju vrednost
raspodele 0, dok oni molekuli koji imaju dimenzije koje omogucavaju
zadrZzavanje u porama gela, imaju vrednost raspodele 1. Retenciona
zapremina, V, je karakteristicna vrednost za svaku komponentu smese i
odreduju se 1z vrednosti raspodele.

Na slici 6.2 ilustrovan je proces razdvajanja komponenata smese
primenom SEC. Kao §to se moze videti, prvo ve¢i molekuli uzorka izlaze iz
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kolone, dok se manji molekuli rastvora eluiraju kasnije iz kolone. Prva slika
kolone prikazuje ubrizgavanje (unosenje) uzorka na vrh kolone. Na drugoj
slici kolone prikazano je razdvajanje na osnovu veliine i moze se videti da
vec¢i molekuli uzorka migriraju kroz kolonu brze od manjih molekula. Veéi
molekuli ne ulaze u pore stacionarne faze i samim tim provode vise
vremena u pokretnoj fazi, dok manji molekuli ulaze u pore stacionarne faze.
Kao rezultat toga, manji molekuli uzorka se duze zadrzavaju u koloni, a
veliki molekuli se eluiraju iz kolone i bivaju detektovani. Na trecoj slici
kolone, mali molekuli se eluiraju iz kolone. U realnim uzorcima sintetickih
polimera, uglavnom je prisutan veliki broj razli€itih veli¢ina molekula, koji
se ne mogu razdvojiti na pojedina¢ne pikove na hromatogramu. Umesto
toga, hromatogram pomenutog slozenog uzorka polimera je obi¢no Sirok
pik, pri ¢emu vrste koje se ranije eluiraju predstavljaju molekule velikih
molekulskih masa, a vrste koje se kasnije eluiraju predstavljaju molekule
manjih molekulskih masa.

Injektovanje Eluiranje velikih Eluiranje malih

uzorka molekula molekula
Porozng ::\‘ e
P.alj.o" aﬁjf// <
oo

\
Hromatogram

Signal
% '

Retenciono vreme (retencionazapremina)

Slika 6.2. Prikaz procesa razdvajanja primenom SEC
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Rastvor uvek ima istu V, za odredenu vrstu stacionarne faze (gela).
Efikasnost razdvajanja prakticno ne zavisi od promene temperature i
protoka, jer se razdvajanje odvija selektivnom difuzijom unutar jedne te¢ne
faze. Prava raspodela je proces ravnoteze koji ukljucuje prenos rastvora
izmedu dve faze koje se ne mesaju. Za rastvore ¢ija molekulska velicina ili
masa spada u opseg veli¢ina pora gela, tj. za raspodele ¢ije su vrednosti
izmedu 0 i 1, V, je priblizno linearna funkcija logaritma molekulske mase.
Molekuli koji se ne zadrzavaju u porama gela, izlaze iz sistema sa V; koja je
jednaka to kolone. Zatim, molekuli koji se zadrzavaju u porama gela eluiraju
se retencionom zapreminom koja je jednaka zbiru zapremina na mrtvom
vremenu i zapremini rastvaraca koji ispunjava pore gela. Kolona u SEC se
kalibriSe eluiranjem supstanci poznatih molekulskih masa. Efikasnost
razdvajanja se odreduje na osnovu Sirine pika, jer su retencione zapremine
konstantne. Eluirane komponente se detektuju pracenjem fizickih osobina
mobilne faze, kao Sto su indeks refrakcije, apsorpcija UV zraCenja ili
skupljanjem i analizom posebnih frakcija.

Hromatogram, kao rezultat analize u SEC predstavlja zavisnost
odgovora detektora (signal) od retencionog vremena (zapremine) (slika 6.2).
Dobijeni rezultati se obraduju tako da se vreme eluiranja ili retenciono
vreme transformiSe u retencionu zapreminu V,, a V, se transformiSe u
molekulsku masu, dok se odgovor detektora prevodi u koncentraciju.
Tokom procesa eluiranja, kao $to je ve¢ receno, veliki makromolekuli ne
prodiru u pore stacionarne faze i putuju kroz tzv. intersticijalnu zapreminu
kolone Vy i napustaju kolonu prvi. Makromolekuli manjih molekulskih
masa prodiru u pore stacionarne faze i bivaju eluirani na veéim t,. Kada je
veli¢ina makromolekula relativno mala u odnosu na prosecnu veli¢inu pora,
makromolekul ¢e slobodno difundovati u pore 1 izvan pora i eluirace se na
ukupnoj zapremini mobilne faze (V,, jednacina 6.1):

Vi, =Vo + Vig (61)
gde je Vip ukupna zapremina pora.
Na slici 6.3 prikazano je razdvajanje makromolekula na osnovu

molekulskih masa. Naime, granica ekskluzije na slici 6.3 je maksimalna
molekulska masa komponente koja moze da prode u pore pakovanja kolone.
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Sve komponente koje imaju vece molekulske mase se ne zadrzavaju u
koloni i ¢ine pik A. Ispod granice permeacije, komponente potpuno ulaze u
pore i ¢ine pik D. Sa smanjenjem molekulske mase od granice ekskluzije,
komponente provode sve vise vremena u porama pakovanja kolone i samim
tim sporije se krecu. To predstavlja opseg frakcionacije gde nastaje
razdvajanje komponenata, pri ¢emu nastaju pojedinacni pikovi B i C (slika
6.3).

a) 3l
107 '
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- |
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Slika 6.3. a) Kalibraciona kriva za gel (ekskluzionu) kolonu i b)
hromatogram na kom pik A predstavlja sve komponente koje imaju
molekulske mase vece od ekskluzionog limita, pikovi B i C su komponente
unutar selektivnog permeacionog regiona i D su komponente koje imaju
molekulske mase manje od permeacionog limita

SEC se koristi za odredivanje molekulske mase, kao i raspodele

molekulskih masa. Molekulska masa 1 pomenuta raspodela veoma su vazni
podaci prilikom karakterizacije polimera, s obzirom na to da od njih u
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velikoj meri zavise fizicke osobine samih polimera. Kada se jednom odredi
molekulska masa odredenog polimera, SEC se dalje moze upotrebljavati u
kontroli kvaliteta tokom sinteze polimera. Svi sinteticki, kao i vecina
prirodnih polimera, se razlikuju od malih molekula i ne mogu se
okarakterisati jednom molekulskom masom, jer oni poseduju raspodelu
molekulskih masa. Kao i u slucaju bilo koje druge statisticke raspodele,
raspodela molekulskih masa se karakteriSe serijom srednjih vrednosti od
kojih su najces$¢e srednja molekulska masa po brojnoj zastupljenosti (M),
srednja molekulska masa po masenoj zastupljnosti (M), srednja z vrednost
(M;) 1 srednja viskozimetrijska vrednost molekulske mase (My). Srednje
vrednosti se predstavljaju jednac¢inama 6.2—6.4:

) ZNiMi > W, >h

Mn = SN, ) Z\Ilvi/Mi ) Zh/M (62
N M:? M hM.
MW: Z - = ZW‘M' = Z IMI (63)
leMl ZMI ZMu
NM:? NM:? hM?
—Z—Z—Z (6.4)

M, = 3 -4 - 4
TOYNME WM, Y hMm,

gde su N i W broj, odnosno masa molekula koji imaju molekulsku masu M;.

Treca jednacina u nizu predstavlja nain kako se srednje vrednosti
mogu dobiti iz hromatograma. h; predstavlja visinu pika, a M; je molekulska
masa molekula koji se detektuje kao i-ti inkrement.

Prevodenje ose koja predstavlja V, u osu molekulske mase
(kalibracija) moze se uraditi na viSe nacina, ukljucujuéi poziciju pika,
univerzalnu kalibraciju, standarde, kao i odredivanje stvarne molekulske
mase. U metodi odredivanja pozicije pika, niz dobro okarakterisanih
standarda odredenih molekulskih masa (M,) se ubrizgava u sistem i
odreduje se njihovo retenciono vreme. Grafik zavisnosti logM, od
retencionog vremena je prikazan na slici 6.4. Za odredivanje apsolutnih
molekulskih masa, kalibracija na osnovu pozicije pika ima ograni¢enu
primenu, jer postoji nekoliko komercijalno dostupnih standarda i da bi
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kalibracija molekulske mase bila validna, sastav i topologija standarda i
nepoznatog uzorka moraju biti isti.

Logh,

6.000

5.000

4,000

T

3.000

T

.

| | I I I | | I
900 10,00 11.00 1200 13,00 1400 1500 1600

Retenciono vreme (min)

Slika 6.4. Primer kalibracione krive za 17 molekulskih masa polistirena

U SEC razdvajanje makromolekula zavisi vise od hidrodinamicke
zapremine nego od njihove molekulske mase. Imajuci to u vidu, koristi se
kalibracija bazirana na zavisnosti hidrodinamicke zapremine ([#]M) od
retencione zapremine V,, gde [#] predstavlja unutrasnju viskoznost. Ovakva
kriva naziva se ,,univerzalna” kalibraciona kriva (slika 6.5).

Postoje dva nacina primene ,,univerzalne” kalibracione krive za
odredivanje apsolutne molekulske mase. U slucaju kada je V, nekog
ispitivanog polimera poznato, moze se ocitati vrednost [#]M direktno sa
kalibracione krive. Vrednost molekulskih masa se moze odrediti ako je [7]
takode izmereno za svaki retencioni inkrement primenom viskozimetra. Ova
metoda je pogodna kod procene molekulskih masa novih polimera. Takode,
ona koriguje razlike koje poti¢u iz hidrodinamickih zapremina kada se
porede M nekoliko polimera, a samo jedan od njih (npr. polistiren) se koristi
za kalibraciju. Pored toga, u pokusaju da se poboljsa metoda ,,univerzalne”
kalibracione krive predlozena je metoda po kojoj se kombinuje
,univerzalna” kalibraciona kriva i Mark-Houwink-ova jednacina. Na datoj
zapremini eluiranja, dva polimera, A 1 B, treba da imaju iste hidrodinamicke
zapremine [#]M (jednacina 6.5):
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[7]aMa = [7]eMe (6.5)

I
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o
Slika 6.5. ,,Univerzalna” kalibraciona kriva dobijena iz merenja razli¢itih
standarda polimera
Mark-Houwink-ova jednacina je prikazana prema jednacini 6.6:

[7] = kMm* (6.6)

gde su k i a konstante koje zavise od sastava nosaca (polimera), temperature
1 rastvaraca.

Kombinovanjem jednacina 6.5 1 6.6 dobija se jednacina 6.7:

logMs = —~— log < + 1%
g B 1+(XB gks l+OtB

logMa (6.7)

1z jednacine 6.7 sledi izraz 6.8:

logMg = A + BlogMa = A + BCV, (6.8)
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gde je C nagib kalibracione krive logMa = CV,, oznaka A odnosi se na
standard, a oznaka B se odnosi na ispitivani uzorak.

Ako su vrednosti ka i aa za standardni polimer, kao i kg i ag za
uzorak poznati iz literature, Mg se moze odrediti za ispitivani uzorak iste
vrste iz podataka za V.. Iz kalibracione krive (logMa = CV,) se moze
odrediti nagib C. Ukoliko k i a nisu poznati iz literature, mogu se odrediti
prema jednacini 6.6 merenjem standarda poznatih molekulskih masa.

U sluc¢aju savremenih modela ekskluzionih hromatografa apsolutna
molekulska masa analiziranog polimera se moze odrediti primenom
detektora koji su osetljivi na molekulsku masu i tada nije potrebna
,univerzalna” kalibracija. Primer jednog takvog detektora je detektor na
bazi rasejanja svetlosti. Po ovom pristupu, detektor meri M za svaku
eluiranu frakciju.

U slucéaju disperznih ili polidisperznih polimera srednje vrednosti
molekulskihn masa su u odnosu M, > M, > M,, dok je u slucaju
monodisperznih polimera M, = My, = M,. U nastavku ¢e diskusija biti
fokusirana na situaciju u kojoj je M, karakteristicno za vece molekulske
mase, M, za manje, a M,, je u srednjem regionu. Na slici 6.6 je prikazan
primer raspodele molekulskih masa za disperzni, linearni polistiren.

0.50 |

Raspodela molekulskih masa

0,00 T T T
10* 10° 10¢

Molekulska masa (g/mol)
Slika 6.6. Raspodela molekulskih masa i srednje vrednosti M za linearni
polistiren. M, = 2,77 x 10° g/mol, M,, = 5,38 x 10° g/mol, M, = 8,29 x
10° g/mol i My/M, = 1,94
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S obzirom na to da je z-prose¢na molekulska masa i obi¢no se nalazi
u podru¢ju raspodele molekulskih masa polimera sa dugackim lancima,
pomenuta srednja vrednost moze dati informacije o karakteristikama obrade
polimera, kao $to su duzina trajanja fleksibilnosti i krutosti materijala.
Nasuprot tome, M, polimera, koja se nalazi u podru¢ju raspodele
molekulskih masa malih molekula, moze dati informaciju 0 krhkosti i
poroznosti materijala. Bez obzira na razli¢itost srednjih molekulskih masa,
polimeri sa vrlo razli¢itom raspodelom molekulskih masa mogu imati
identi¢ne srednje vrednosti M,, My i M,. Pored toga, odredena obrada i
svojstva poput istezanja, tvrdoce i C¢vrstoe mogu se povecavati sa
poveéanjem M, ali se smanjuju sa suzavanjem raspodele molekulskih masa.
Imajuéi u vidu znacaj raspodele molekulskih masa, uvek bi trebalo izvesti
odredivanje pomenute raspodele zajedno sa ispitivanjem M vrednosti
polimera.

Za razblazene rastvore u ravnotezi, raspodela je povezana sa
razlikom standardne slobodne Gibsove energije (AG°) izmedu faza pri
konstantnoj temperaturi i pritisku (jednacine 6.9 1 6.10):

AG® = -RT InK (6.9)
AG® = AH® — TAS® (6.10)

gde K predstavlja koeficijent raspodele, R gasna konstanta, T apsolutna
temperatura i AH® i AS° su promene standardne entalpije, odnosno entropije
1izmedu faza.

S obzirom na to da se u okviru gel (ekskluzione) hromatografije
upotrebljavaju kolone punjene materijalima koji ne reaguju sa analitom, $to
odgovara AH° = 0, razdvajanje po ovoj metodi se zasniva na promeni
entropije izmedu faza, kao Sto je prikazano u jednacini 6.11:

K~ e?™R (6.11)
gde su K koeficijent raspodele, koji odgovara odnosu prosecne

koncentracije rastvora unutar pora pakovanja kolone i koncentracije rastvora
izvan pora. Iz tog razloga je kretanje rastvora analita ograni¢eno na
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unutras$njost pora, a eluiranje rastvora u SEC je povezano sa smanjenjem
konformacione entropije rastvora, koja odgovara negativnim vrednostima
AS°.

Jednacina 6.11 ukazuje da je razdvajanje rastvora u SEC nezavisno
od promene temperature. lako je nadeno da veli¢ina polimera u rastvoru, a
samim tim i njihova retenciona zapremina imaju malu temperaturnu
zavisnost, to ne uti¢e na mehanizam kojim se pomenuti analiti razdvajaju.
Entropijska priroda razdvajanja u SEC je potvrdena malim razlikama u
vrednosti K sa promenom temperature za veliki broj mono-, di- i
oligosaharida u vodenoj i nevodenoj sredini (tabela 6.1).

Tabela 6.1. Temperaturna zavisnost K za odabrane oligosaharide

. - K
Oligosaharidi E0E 3790
Maltoza 0,683 0,675
Maltoheptoza 0,430 0,415
Celobioza 0,657 0,648
Celopentoza 0,431 0,419
Izomaltoza 0,626 0,613
Izomaltoheptoza 0,356 0,341
Laminariboza 0,657 0,643
Laminariheptoza 0,369 0,354

Rastvara¢ H,0, pH-vrednost 7,4, protok 1 mL/min

Kao $§to je reCeno u uvodnom delu, pomocu prosirene van Deemter-
ove jednaline izrazene su razli¢ite mogucnosti doprinosa kolone Sirenju
pika u SEC (jednacina 1.14). Od parametara koji se mogu podeSavati u cilju
optimizacije rezolucije u SEC obi¢no se podeSavaju samo duZina (ili broj)
kolona, brzina protoka 1 veliCina Cestica materijala koji se upotrebljavaju
kao pakovanje kolone. Ogranienja se javljaju u slucaju velikih
makromolekula, koji imaju tendenciju da se razgrade tokom prolaska kroz
kolonu. U takvim slu¢ajevima se Cesto koriste mali protoci i pakovanja
velikih dimenzija, ¢ime se smanjuje rezolucija radi o¢uvanja uzorka.
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6.4. DELOVI EKSKLUZIONOG HROMATOGRAFA

U okviru SEC najcesée se upotrebljavaju staklene kolone kod kojih se
razdvajanje izvodi usled sile teze, zatim staklene, metalne ili najlonske cevi
za sisteme pod pritiskom. Pored kolona za razdvajanje, deo aparature
predstavlja injektor sa petljom, pumpe za proizvodnju visokog pritiska,
kolektor frakcija, detektor i sistem za obradu rezultata (slika 6.7).

Rezervoar
mobilne faze |

Pumpa

ﬂ [ [ i , Sistem za

akupljanje i
. Kolona ) Detektor — 5
Uzorak I:> Injektorska >

obradu
petlja . \ ﬂ podataka

Kolektor
frakeija

Slika 6.7. Sematski prikaz osnovnih delova instrumenta za gel
(ekskluzionu) hromatografiju

Kolone u SEC se pune suspenzijom gela 1 odgovarajuceg rastvaraca.
Uzorak pre unosa na kolonu treba da bude preciS¢en od bilo koje supstance
koja moze da se jako adsorbuje na gelu. Masa 1 koncentracija uzorka nisu
vazne sve dok ne utiCu na viskoznost. Naime, ako je viskoznost uzorka oko
dva puta veca od viskoznosti mobilne faze, to dovodi do smanjenja
rezolucije. U SEC se primenjuje izokratsko eluiranje i razvoj hromatograma
je relativno jednostavan, tj. komponente se eluiraju sa smanjenjem
molekulske mase i/ili veli¢ine. Duzina kolone (L), veli¢ina Cestica i
homogenost punjenja kolone uti¢u na rezoluciju kolone. Dok performansa
kolone raste sa ~/L , duzina kolone koja moze da se koristi je ogranicena sa
kompresibilnos¢u gela.

Rezolucija se moze povecati sa smanjenjem veli¢ina Cestica gela do
neke mere, jer se na taj nacin smanjuje protok. Pored toga, homogenost
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kolone je od izuzetnog znacaja, jer usled nehomogenosti punjenja kolone
dolazi do nastanka asimetri¢nih pikova na hromatogramu.

Pumpe su neophodan deo hromatografa, jer one treba da obezbede
konstantan protok rastvora tokom analize, bez obzira na njegovu viskoznost.

Upotrebljavaju se detektori na bazi indeksa prelamanja osetljivi na
koncentraciju, UV ili IR apsorpcije. Diferencijalni refraktometar se koristi
kao univerzalni detektor za merenje srednjih molekulskin masa, kao i
raspodele molekulskih masa polimera, a zasniva se na merenju indeksa
prelamanja ili razlike u indeksu prelamanja Cistog rastvaraca i analita, pri
¢emu je odgovor detektora proporcionalan koncentraciji analita. UV
apsorbuju¢i detektori daju informaciju o sastavu polimera. Pored
navedenog, upotrebljavaju se detektori na bazi rasejanja svetlosti i to
rasejanja svetlosti pod malim uglom (eng. Low Angle Light Scattering,
LALYS) i visSeugaonog rasejanja svetlosti (eng. Multi Angle Light Scattering,
MALS), koji omogucavaju odredivanje apsolutne molekulske mase, a u
sprezi sa viskozimetrom dobija se informacija o strukturi polimera.

6.5, STRUKTURA I OSOBINE GELOVA

Razdvajanje u SEC zavisi od karakteristika i prirode pora stacionarne faze.
Gelovi koji se upotrebljavaju kao nosaci stacionarne faze moraju biti
hemijski inertni, mehanicki stabilni sa Cesticama uniformne veliCine 1
pazljivo formiranom poroznom strukturom.

Opseg razdvajanja je odreden opsegom veli¢ina pora u datom gelu.
Sirok opseg veli¢ina pora daje prili¢no losu rezoluciju, dok uzak opseg, iako
daje poboljSanu rezoluciju, ima ograni¢enje u primeni. Hemijska stabilnost
komercijalno dostupnih gelova je dobra, medutim nisu postojani u jako
kiselim i jako baznim sredinama. U sistemima gde se primenjuju visoki
pritisci, neophodno je da gelovi imaju dobru fizicku stabilnost. Dve vrste
gelova se najceS¢e upotrebljavaju, a to su kserogelovi i aerogelovi.
Kserogelovi su klasi¢ni gelovi, koji se sastoje od umrezenih polimera koji
nabubre u prisustvu rastvaraca i na taj nain nastaje porozna struktura, gde
se pore nalaze izmedu lanaca polimera u matriksu. Kada se ukloni rastvarac,
gel u vecini slucajeva biva uniSten, mada u nekim slu¢ajevima sa novim
dodatkom rastvara¢a moze biti obnovljen. S druge strane, aerogelovi su
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rigidni materijali u ¢iju poroznu strukturu prodire rastvarac, ali ako se
rastvara¢ ukloni materijal se nece unistiti. Primeri za ovu vrstu gelova su
porozno staklo i porozna silika. Pored toga, postoji i kserogel-aerogel
hibrid, ¢iji primer je polistiren. Oni predstvaljaju kombinaciju osobina
kserogelova 1 aerogelova, tj. imaju rigidnu strukturu, ali bubre u
odgovaraju¢em rastvara¢u u odredenoj meri. Dakle, gelovi mogu biti
hidrofilni za razdvajanje komponenata u vodenoj sredini ili u drugim
polarnim rastvara¢ima, kao 1 hidrofobni, kada se razdvajanje odvija
primenom nepolarnih ili slabo polarnih rastvaraca. Agar, skrob,
poliakrilamid, kao i polimeri dekstrani, sadrze hidroksilne ili amidne grupe i
stoga su hidrofilni. Pomenuta jedinjenja nabubre u vodenoj sredini, kao i u
rastvaracima kao S$to su etilen-glikol i dimetilformamid. Hidrofobni gelovi
napravljeni su umrezavanjem polistirena sa divinil-benzenom i na taj nacin
podsecaju na jonoizmenjivacke smole, ali bez jonskih grupa. Kao rezultat
toga, mogu da adsorbuju relativno nepolarne rastvarace, kao S$to su
tetrahidrofuran, benzen, hloroform i cikloheksanon. Gelovi na bazi
dekstrana mogu postati hidrofobni primenom procesa acilacije ili alkilacije
hidroksilnih  grupa. Pomenutim procesom umrezavanja nastaje
trodimenzionalna mreZa koja ¢ini gelove nerastvorljivim. Promenom
stepena umrezavanja moze se kontrolisati opseg veli€ina pora 1 na taj nacin
se mogu dobiti gelovi koji ¢e moci da razdvoje uzorke u razliitim opsezima
molekulskih masa. Pored navedenog, porozno staklo i silika-gelovi sa
kontrolisanim veli¢inama pora su kruti 1 nekompresibilni i posebno su
korisni u sistemima u kojima se mobilna faza kre¢e pod pritiskom, kao $to
je HPLC.

6.6. ODREDIVANJE APSOLUTNE MOLEKULSKE MASE

Prose¢ne vrednosti molekulskih masa i raspodele se najcesc¢e dobijaju
konstruisanjem kalibracionih krivih na osnovu standarda relativno uskih
disperziteta (ili, povremeno, dobro okarakterisanih ,.Sirokih” standarda) i
koris¢enjem sistema koji se sastoje od jednog detektora, osetljivog na
koncentraciju (najcesce diferencijalni refraktometar). U vecini slucajeva,
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standardi sadrze malo, ako ih ima, hemijskih i/ili strukturnih sli¢nosti sa
samim analitima.

SEC sa detekcijom rasipanja svetlosti moze se smatrati referentnim
postupkom za dobijanje prose¢nih vrednosti molekulskih masa i raspodele.
Da bi se uporedili rezultati dobijeni primenom SEC sa detekcijom rasipanja
svetlosti sa rezultatima SEC sa diferencijalni refraktometrom kao
detektorom, primenjuje se metoda kalibracione krive.

GrubiSi¢, Rempp 1 Benoit su prikazali kako se konstruiSe
kalibraciona kriva koja predstavlja zavisnost retencione zapremine od
logaritma proizvoda unutrasnje viskoznosti i molekulske mase (V; u odnosu
na log([#]M)) (slika 6.8) koja je nezavisna od hemijskih osobina i strukture
standarda. Tako da ako se konstrui$e univerzalna kalibraciona kriva sa lako
dostupnim, dobro okarakterisanim standardima kao §to je linearni polistiren,
onda se to moze primeniti, pod istim eksperimentalnim uslovima kao §to je
koris¢eno za dobijanje krive, na analite sa razli¢itim hemijskim osobinama
i/ili strukturom, kao $to su razgranati polistireni, polimetilmetakrilati i dr.
Velika prednost primene ,,univerzalne” kalibracije je bila u tome $to su
prose¢ne vrednosti molekulskih masa i raspodele dobijeni primenom ove
krive ,,apsolutni”, odnosno nezavisni od standarda. Medutim, Sira primena

ove metode je morala da saceka do uvodenja komercijalnog viskozimetra.

o Polistiren
= Polimetilmetakrilat

Log([#] M)

4 5 6 7 8 9 10
Retenciona zapremina (mL)

Slika 6.8. ,Univerzalna” Kalibraciona kriva za linearni polistiren i
polimetilmetakrilat
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Sa uvodenjem sistema koji sadrze oba detektora, diferencijalni
refraktometar i viskozimetar, viskozimetar meri specifi¢nu viskoznost, #7sp @
refraktometar meri koncentraciju, c. Unutrasnja viskoznost [#] definisana je

jednacinom 6.12:

[71 = lim = (6.12)

gde odnos signala dobijenog iz viskozimetra i refraktometra omogucava
kontinualno merenje unutrasnje viskoznosti. Dostupnost robusnog,
komercijalno dostupnog viskozimetra omoguéila je implementaciju
koncepta prethodno opisane ,univerzalne” Kkalibracije i prema tome,
odredivanje apsolutnih prose¢nih vrednosti molekulskih masa i raspodele
Sirokog spektra polimera.

Ako imamo sluc¢aj dva polimera sa istom monomernom jedinicom i
sa istom molekulskom masom, npr. dva polistirena iste molekulske mase i
ako je jedan polimer linearan, a drugi razgranat, razgranati polimer ce
zauzimati manju hidrodinami¢ku zapreminu u rastvoru u odnosu na linearni
polimer. Shodno tome, unutraSnja viskoznost razgranatog polimera bice
niZza od viskoznosti linearnog polimera. Na taj nacin, odredivanje unutraSnje
viskoznosti daje ne samo apsolutne podatke o molekulskoj masi, veé i
kvalitativne, pa €ak 1 kvantitativne podatke o razgranatosti polimera 1 o
tome kako se ovaj parametar menja u funkciji molekulske mase, informacije
koje obi¢no nisu dostupne iz eksperimenata SEC koriste¢i samo jedan
detektor osetljiv na koncentraciju. Koncept ,univerzalne” Kalibracije
pokazao se prilicno robusnim, sa nekoliko izuzetaka koji su ustanovljeni
tokom godina. Cak se uspesno primenjuje i u slu¢ajevima veoma slozenih
struktura, kao $to su polimeri i dendrimeri. Ono Sto treba naglasiti je da
,univerzalna” kalibraciona kriva vazi samo za odredenu kolonu ili set
kolona, u odredenom rastvaracu, na odredenoj temperaturi i protoku. Ako se
bilo koji od ovih parametara promeni, mora se konstruisati nova
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,univerzalna” kalibraciona kriva za nove eksperimentalne uslove. lako je
viskozimetar veoma znacajan detektor u SEC, sa pojavom detektora
rasipanja svetlosti, konstrukcija i primena ,univerzalnih” kalibracionih
kriva se smanjila. Pomenuti detektor se zasniva na merenju rasutog zracenja
pod odredenim uglom od strane razblazenog rastvora polimera u odnosu na
zracenje odbijeno od Cistog rastvaraca.

Povezivanjem SEC sa dva detektora, detektorom rasipanja svetlosti i
diferencijalnim refraktometrom omogucava se odredivanje razli¢itih
srednjih vrednosti molekulskih masa polimera, kao i raspodele molekulskih
masa polimera, bez potrebe za konstruisanjem kalibracione krive. Medutim,
primena detektora rasipanja svetlosti ima odredene nedostatke koji se
ogledaju u tome da se njegovom primenom ne dobijaju informacije o
veli¢ini molekula, kao 1 da je osetljiv na necisto¢e od kojih se zracenje
odbija. Ovo je dovelo do uvodenja detektora viSeugaonog rasipanja
svetlosti. Na ovaj nacin meri se rasuto zracenje, istovremeno iz veceg broja
uglova, primenom fotodioda koje okruzuju ¢Eeliju detektora. Takode,

primenom ovog detektora se odreduje i veli¢ina molekula.
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7.1. UVOD

Hromatografska tehnika kod koje se bioloski agens koristi kao stacionarna
faza u koloni predstavlja AC. Moguénost ove tehnike, da selektivno veze i
razdvoji komponente uzorka, se zasniva na specificnim 1 reverzibilnim
interakcijama bioloskih sistema, kao $to je vezivanje hormona za receptor ili
antitela za antigen.

Kako bi se razvila tehnika analize zasnovana na AC najpre je
neophodno jednu od bioloskih vrsta imobilisati na ¢vrstu podlogu, kao
stacionarnu fazu, kao $to su agarozne perle ili silikatne Cestice. Imobilisani
agens koji se naziva afinitetni ligand deluje kao stacionarna faza za
afinitetnu kolonu. Drugo interagujuce jedinjenje se zatim injektuje na
afinitetnu kolonu u prisustvu pufera koji omogucéava da se ispitivano
jedinjenje veze za odgovarajuci ligand (slika 7.1).

|52
YYYY primena ???? spiranje---
G —— G —

Slika 7.1. Sematski prikaz opsteg principa AC analize
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Nakon S§to se nezadrzane komponente uzorka speru sa kolone,
zadrzani analit se eluira sa kolone odgovaraju¢im puferom. Ukoliko se
zadrzano jedinjenje vezalo slabom, ili srednjom jacinom, za ligand moguce
je odgovaraju¢i pufer iskoristiti za eluiranje ispitivanog jedinjenja pri
izokratskim uslovima. Ovakav pristup se naziva i slaba AC. Kako se
analizirano jedinjenje eluira, sakuplja se i dalje analizira odabranim online
ili offline detektorom. Kolona se tada regeneriSe ponovnom primenom
pufera pre nego Sto se sledeéi uzorak injektuje.

7.2. OSNOVNE KOMPONENTE AFINITETNE
HROMATOGRAFIJE

Uspeh bilo kog AC razdvajanja zavisi od izbora liganda imobilisanog na
koloni. Spisak uobicajenih liganada koji se koriste u AC je dat u tabeli 7.1.
Afinitetni ligandi se mogu podeliti u dve grupe: 1) visoko specifi¢ni
ligandi i 2) opsti ligandi. Visoko specifi¢ni ligandi su vezujuéi agensi koji
zadrzavaju samo jedno ili nekoliko sli¢nih jedinjenja. Ovi ligandi se koriste
kada je cilj izolovanje ili razdvajanje specificne komponente uzorka.
Primeri visoko specifi¢nih liganada podrazumevaju antitela za vezujuce
antigene, supstrate ili inhibitore za razdvajanje vezujucih enzima i jedan niz
nukleinske kiseline za zadrzavanje komplementarnih sekvenci DNK ili
RNK. Opsti ligandi su vezujuéi agensi koji zadrZavaju grupu strukturno

slicnih molekula. Primeri opstih liganada su:

e Lektini i boronati za vezivanje agenasa sa ugljenim hidratima,
e Neke vrste boja za retenciju enzima i proteina i
e Proteini A ili G za vezivanje imunoglobulina.

Kada se planira AC analiza, jedan od najvaZnijih koraka je odabir
¢vrste podloge koja se Koristi za vezivanje liganda. Ovaj materijal treba da
ima nisku specifi¢nost vezivanja za komponente uzorka, a u isto vreme da

bude pogodan za modifikaciju, hemijsku aktivaciju i vezivanje liganda.
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Takode, treba da izdrzi pritiske 1 brzine protoka koji ¢e biti koriS¢eni pri
razdvajanju.

Tabela 7.1. Odabrani ligandi koji se koriste u AC

Bioloski ligandi Ispitivana jedinjenja
Antigeni (lekovi, hormoni, peptidi,
Antitela proteini, virusi i ¢elijske
komponente)
Inhibitori, kofaktori i koenzimi Enzimi
Lektini Seéeri, glikoproteini i glikolipidi
: - Delovi nukleinskih  kiselina i
Nukleinske kiseline ..
proteini
Protein A/G Antitela
Nebioloski ligandi Ispitivana jedinjenja
Boronati geéeri, %lik(?proteini i jedinjenja
koja sadrze diole
- . Proteini i enzimi koji vezuju
Triazidne boje . . .
nukleotide

Aminokiseline, peptidi i proteini

Metal-jon helati . . .
koji vezuju metalne jone

U tradicionalnim afinitetnim kolonama agaroza se Cesto koristi kao
stacionarna faza. Ovaj materijal se sastoji od polimernih lanaca koji ¢ine D-
galaktoza i 3,6-anhidro-L-galaktoza. Drugi tipi¢an polisaharid koji se koristi
je celuloza. Kolone sa odabranim afinitetnim ligandima kao stacionarnim
fazama se koriste 1 prilikom HPLC analize, §to je rezultovalo novom
tehnikom — AC visoke efikasnosti (eng. High Performance Affinity
Chromatography, HPAC) ili teénom AC visoke efikasnosti (eng. High
Performance Liquid Affinity Chromatography, HPLAC). Stacionarne faze u
HPLAC analizi podrazumevaju upotrebu silikatnih Cestica, modifikovanih
polistirena, silikatnih monolita i monolita na bazi organskih jedinjenja.
Upotreba afinitetnih liganada sa monolitima je poznata kao afinitetna
monolit hromatografija (eng. Affinity Monolith Chromatography, AMC).
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Dostupno je nekoliko tehnika za vezivanje afinitetnog liganda na
hromatografsku kolonu. Ove tehnike podrazumevaju i nekovalentne i
nespecificne metode imobilizacije. Tehnike nespecificne imobilizacije
podrazumevaju fizicku adsorpciju afinitetnog liganda. Biospecifi¢na
adsorpcija je oblik nekovaletne imobilizacije koja koristi vezivanje izmedu
dva afinitetna liganda, od kojih je jedan prethodno vezan za kolonu, a drugi
je adsorbovan na prvi ligand i vezuje ispitivano jedinjenje. Primer ovakvog
pristupa je upotreba imobilisanog A ili G proteina za adsorpciju antitela za
pripremu imunoafinitetne kolone. Kovalentna imobilizacija podrazumeva
hemijsko vezivanje liganda na hromatografsku kolonu. Kod ove tehnike
materijal unutar kolone mora prvo biti aktiviran za vezivanje liganada.
Nekoliko funkcionalnih grupa moze biti iskoriS¢eno za kovalentnu
imobilizaciju: amino, karboksilne, sulfhidril, hidroksilne ili aldehidne grupe.
Drugi nadin za vezivanje afinitetnog liganda ukljucuje kulonske interakcije
ili koordinacione komplekse, kao i zarobljavanje.

Pufer koji se koristi za afinitetnu kolonu treba da ima odgovarajucu
pH-vrednost i jonsku jacinu da bi podrzao vezivanje izmedu imobilisanog
liganda i ispitivanog jedinjenja. Mobilna faza je takode pufer, ali koji
spre¢ava vezivanje ispitivanog jedinjenja sa ligandom. Ovo eluiranje moze
biti ostvareno promenom pH-vrednosti, jonske jacine ili koli¢ine organskog
rastvarata u mobilnoj fazi. Takav pristup, koji se naziva nespecificno
eluiranje, se Cesto koristi kod bioanalitickih tehnika za brzo uklanjanje
ispitivanog jedinjenja sa afinitetne kolone. Pored toga, konkurentni agens
moze biti dodat u mobilnu fazu da izmesti ispitivano jedinjenje iz kolone
vezivanjem za ligand ili da spreci njihovu dalju interakciju. Ova tehnika se
naziva biospecifi¢no eluiranje. Iako je biospecificno eluiranje sporije nego
nespecifiéno, korisno je kada je potrebno primeniti uklanjanje i afinitetno
preiS¢avanje odgovarajuc¢eg jedinjenja bez ometanja drugih procesa u
sistemu.
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7.3.  RAZLICITI TIPOVI AFINITETNE
HROMATOGRAFIJE

Danas 95% svih tehnika koje se baziraju na AC koriste agaroza-sefaroza
nosac. U razvijenim tehnikama analize kao nosaci su koris¢eni polisaharidi,
modifikovani polisaharidi, razli¢iti oblici silicijuma i u manjoj meri
polistiren.

7.3.1. Bioafinitetna hromatografija

Bioafinitetna hromatografija (eng. Bioaffinity Chromatography, BAC) je
hromatografska tehnika koja podrazumeva upotrebu bioloskog agensa kao
stacionarne faze. Prvi put je koris¢ena 1910. godine za preciséavanje o-
amilaze kori§¢enjem nerastvornog skroba. BAC se sada uobicajeno koristi
kao tehnika preCiS¢avanja brojnih jedinjenja. Zbog toga Sto se mnogi
bioloski agensi nalaze u prirodi, BAC je jedna od najraznovrsnijih tipova
AC. Nekoliko primera bioloskih agenasa koji se mogu koristiti kao ligandi
kod BAC su dati u tabeli 7.1. Mnogi od ovih agenasa su komercijalno
dostupni u imobilisanoj formi za upotrebu kod afinitetnih kolona.

PreciS¢avanje enzima je bila prva primena BAC, medutim 1 danas se
koristi u ove svrhe. Ligandi koji se koriste prilikom BAC analiza za
preciS¢avanje 1 razdvajanje enzima su enzimski inhibitori, koenzimi 1
lektini. Lektini su neimuni sistemski proteini koji se vezuju za specifi¢ne
ugljovodoni¢ne grupe. Pored navedenih liganada, imunoglobulini su vezivni
proteini koji se koriste u BAC. Nukleinske kiseline i polinukleotidi se
takode koriste kao vezivni agensi. Ova kombinacija predstavlja tehniku koji
se naziva DNK afinitetna hromatografija.
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7.3.2. Imunoafinitetna hromatografija

Imunoafinitetna hromatografija (eng. Immunoaffinity Chromatography,
IAC) je specifican tip BAC koja koristi antitela ili molekule povezane sa
antitelima kao stacionarnu fazu. Kolone koje se koriste kod IAC imaju jako
i selektivno vezivanje antitela i ispitivanih antigena. Ovo svojstvo, kao i
mogucnost da produkuju antitela, u odnosu na Sirok dijapazon ispitivanih
jedinjenja, su doveli do toga da IAC postane popularna tehnika za
preciS€avanje 1 analizu uzoraka u razli¢itim kompleksnim smesama.

Najcesca tehnika koja se koristi kod IAC je on/off eluiranje (slika
7.1). U ovom slucaju uzorak se injektuje u kolonu pod takvim uslovima da
ispitivano jedinjenje ima jak afinitet prema antitelima koja su imobilisana
na koloni. Analit 1 sli¢na jedinjenja se zadrzavaju u koloni IAC pod ovim
uslovima, dok se ostale komponente uzorka samo spiraju sa kolone.
Spiranje ispitivanog jedinjenja sa kolone se postize primenom
odgovarajuceg pufera kao mobilne faze.

Proteini, glikoproteini, ugljeni hidrati, lipidi, bakterije, virusne
Cestice, droge i jedinjenja iz Zivotne sredine su izolovani primenom IAC.
Glavna prednost ovog pristupa je njegova brzina i jednostavnost, posebno
kada je IAC deo HPLC sistema. Primena antitela, ili odgovarajuc¢ih agenasa,
u koloni sa HPLC se naziva IAC visokih performansi (eng. High
Performance Immunoaffinity Chromatography, HPIAC). Primena HPIAC
ili IAC za selektivno uklanjanje 1 obogacivanje ispitivanog jedinjenja iz
uzorka se Cesto naziva i imunoekstrakcija. Upotreba ovih tehnika za
uklanjanje supstance koja ometa analizu naziva se imunodeplecija (npr.
veliki protein koji ometa analizu tragova proteina).

Hromatografski imunoeseji predstavljaju jo$ jednu vrstu IAC. Ova
tehnika koristi imobilisana antitela ili antigene u koloni kako bi se sproveli
razli¢iti kompetitivni ili nekompetitivni imunoeseji. Detekcija kod ovih
tehnika podrazumeva upotrebu oznacenog antitela ili analita, ili pak
oznac¢enog analoga, da bi se indirektno izmerila koli¢ina ispitivanog
jedinjenja u uzorku (slika 7.2).
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Detekcija u takvim esejima moze biti zasnovana na merenju
fluorescencije, hemiluminescencije, elektronemijske aktivnosti,
radioaktivnosti ili termickih osobina.

Nekoliko formata je dostupno za kompetitivni imunoesej u IAC ili
HPIAC. Simultano injektovanje podrazumeva injektovanje ispitivanog
jedinjenja i oznacenog analoga u isto vreme na kolonu gde je imobilisano
antitelo. Kod sekvencijalnog injektovanja prvo se injektuje uzorak, a zatim
sledi injektovanje oznaCenog analoga. IzmeSteni imunoeseji podrazumevaju
adsorpciju velike koli¢ine oznacenog analoga na koloni koja sadrzi
imobilisano antitelo, Sto je praceno izmeStanjem izvesne koli¢ine analoga
nakon injekcije uzorka.

Nano$enje uzorka na kolonu

Slika 7.2. Hromatografski imunoesej baziran na sendvicu, ili dvostranom
imunometrijskom formatu

Simultano i sekvencijalno injektovanje uzoraka, na imunoesej, je
iskoriS¢eno za analizu ljudskog seruma albumina, IgG, teofilina, kafeina 1
antrazina. Imunoeseji sa izmeStanjem su iskoriS¢eni za analizu kokaina,
benzoelgonina, di- i trinitrotoluena, kao i kortizola.

Nekompetitivni imunoeseji se takode koriste prilikom IAC ili
HPIAC analiza. Postoje dva osnovna tipa nekompetitivnih imunoeseja: 1)
imunoeseji sa jednim mestom i 2) sendvi¢ imunoeseji, ili imunoeseji sa dva
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mesta. Imunoeseji sa jednim mestom podrazumevaju inkubiranje uzorka sa
poznatim viskom oznacenog antitela koji je specifican za ispitivano
jedinjenje. Ova smesa se dalje unosi na kolonu koja sadrzi imobilisani
analog ispitivanog jedinjenja. Kolona se koristi da zarobi nevezanu koli¢inu
oznacenog antitela, dok u isto vreme dozvoljava antitelima da budu vezana
za ispitivano jedinjenje 1 da produ kroz kolonu bez zadrzavanja. Ovaj tip
analize se koristi kod merenja digoksina, tiroksina, 17f-estradiola i
albumina.

Sendvi¢ imunoeseji podrazumevaju koris¢enje dva antitela koja
mogu simultano da budu vezana za isto jedinjenje. Jedno antitelo je
imobilisano na IAC koloni i koristi se za ekstrakciju ispitivanog jedinjenja
iz uzorka. Drugo antitelo je oznaceno za detekciju i ono je pomesano sa
uzorkom pre analize ili je primenjeno na kolonu pre nego §to je ispitivano
jedinjenje vezano za IAC kolonu. Vezivanje ispitivanog jedinjenja za dva
antitela formira sendvi¢ kompleks kao $to je to prikazano na slici 7.2.
Nakon formiranja kompleksa, mobilna faza u vidu pufera se propusta kroz
kolonu da disosuje ispitivano jedinjenje i oznaceno antitelo. Na osnovu
merenja koli¢ine oznaCenog antitela, koje je direktno proporcionalno
koli¢ini ispitivanog jedinjenja, dobijaju se informacije o sadrzaju uzorka.
Sendvi¢ imunoesej baziran na IAC se koristi za analizu albumina, IgG 1
paratiroidnih hormona.

7.3.3. Boja-ligand i biomimeti¢ka afinitetna hromatografija

Sinteticke boje i hlorotiazid biomimeticki ligandi se koriste u AC, pri
precis¢avanju enzima i proteina. Boje i biomimeticki ligandi su pogodni za
imobilizaciju, jeftini su, stabilni i predstavljaju stacionarne faze sa velikim
vezivnim kapacitetom. Navedena svojstva ¢ine ove ligande interesantnim za
razvijanje tehnika kojima se ispituju velike koli¢ine jedinjenja. Pored toga,
koriste se za razvoj lekova baziranih na proteinima i za ispitivanje velikog
broja proteina. Boja-liganad AC cesto koristi boje triazina za pre¢is§¢avanje
albumina i ostalih krvnih proteina, kao i enzima i farmaceutskih proteina.
Da bi se povecala efikasnost boja-ligand precis¢avanja koristi se
boja-ligand hromatografija zasti¢ena polimerom. Kod ove tehnike,
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stacionarna faza se tretira vodorastvorljivim polimerom da bi se sprecile
nespecifine interakcije izmedu proteina i boja. Ova tehnika se ¢esto koristi
za pre¢iSéavanje enzima. Druge primene boja-ligand AC podrazumevaju,
uklanjanje toksi¢nih makromolekula iz bioloSkih te¢nosti kao $to su prion,
proteini, HIV virus i hepatitis B.

Takode, postoje sve veci interesi za upotrebu kompjuterske i
kombinatorne hemije kod tehnika poznatih kao biomimeticka AC.
Razvijanje novih tehnika na bazi AC, za preiS¢avanja farmaceutskih
proteina, se postize poboljsanom interakcijom boja-ligand i ispitivano
jedinjenje.

7.3.4. Metal-jon imobilisana afinitetna hromatografija

Metal-jon imobilisana afinitetna hromatografija (eng. Immobilized Metal-
ion Affinity Chromatography, IMAC) je takode poznata i kao metal-helatna
afinitetna hromatografija (eng. Metal-Chelate Affinity Chromatography,
MCAC). Ova tehnika je predlozena 1975. godine i zasnovana je na
specificnim interakcijama koje se odvijaju izmedu imobilisanog metalnog
jona i nekih aminokiselina, kao $to su histidin, triptofan ili ostaci cisteina
kod proteina ili peptida. IMAC analiza je postala veoma vaZna za
preciS¢avanje metaloproteina, proteina oznacenih histidinom i fosforilisanih
proteina. Oblasti primene IMAC su: proteomika, rad sa rekombinantnim
proteinima i dijagnostika bolesti.

Stacionarna faza IMAC se sastoji iz imobilisanog helatnog liganda
kompleksiranog sa metalnim jonom. Helatni ligand je kovalentno vezan za
kolonu preko odgovaraju¢eg nosaca i koristi se da zarobi metalni jon putem
koordinacionih veza. Agaroza je iskoriS¢ena kao prvi nosa¢ kod IMAC
pristupa, a trenutno se koriste nosa¢i na bazi silicijuma, kriogelova,
monolita silicijuma i polimetakrilata.

Teski metalni joni preferiraju vezivanje jedinjenja koja sadrze fosfor,
alifaticni azot i1 kiseonik, dok neki metalni joni vezuju jedinjenja sa
sumporom.
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7.3.5. Analiticka afinitetna hromatografija

Termin analiticka afinitetna hromatografija (eng. Analytical Affinity
Chromatography, AAC) i kvantitativna afinitetna hromatografija (eng.
Quantitative Affinity Chromatography, QAC) se odnosi na hromatografsku
analizu primenom afinitetne kolone za dobijanje informacija o
termodinamici, kinetici ili mehanizmu bioloskih reakcija. Jedan pristup za
ovaj tip istrazivanja je zonsko eluiranje. Retenciono vreme i eluacioni profil
ispitivanog jedinjenja se koriste za dobijanje informacija o interakciji
izmedu analita i liganda. Ova tehnika je prvi put koris¢ena 1973. godine za
istrazivanje reakcija laktat-sintetaze i stafilokok-nukleaze. Od tada je
zonsko eluiranje iskoris¢eno za ispitivanje enzim-inhibitor vezivanja,
protein-protein interakcija, kao i lek-protein interakcija. Primena zonskog
eluiranja podrazumeva poredenje relativnih afiniteta liganda karakteristi¢nih
za uzorke. Analiziranjem promena koje se deSavaju kao posledica razli¢itih
uslova reakcije (npr. promena pH-vrednosti i temperature) odreduje se
jacina interakcija uzorka i liganda, kao i broj i mesta na kojima je uzorak
vezan za ligand.

Tokom AAC analize, primenom izmeStanja 1 kompetitivnog
vezivanja (slika 7.3a), tacno odredena koncentracija kompetitivnog agensa
se unosi u mobilnu fazu. Retenciono vreme analita zavisi od koncentracije
kompetitivhog agensa, sposobnosti analita i kompetitivhog agensa da se
vezu za ligand i relativne koli¢ine aktivnog liganda koji je prisutan u koloni.
Na ovaj nacin moguce je izmeriti ravnotezne konstante za ligand sa
ispitivanim jedinjenjem i kompetitivnim agensom.
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Slika 7.3. Tipican hromatogram dobijen AAC tokom a) zonskog eluiranja
albumina kompetitivnom tehnikom i b) frontalne analize glimeprima
Frontalna analiza, takode poznata kao frontalna afinitetna
hromatografija (eng. Frontal Affinity Chromatography, FAC), je jo§ jedna
tehnika koja se koristi kod AAC. U slucaju ove tehnike, rastvor koji sadrzi
poznatu koncentraciju ispitivanog jedinjenja se kontinualno unosi u
afinitetnu kolonu. Kako imobilisani ligand postaje zasi¢en primenjenim
ispitivanim jedinjenjem, dobija se kriva probijanja. Ovaj tip krive je
prikazan na slici 7.3b. Koli¢ina supstance neophodna da se dostigne kriva
proboja je u vezi sa koncentracijom ispitivanog jedinjenja, brojem vezivnih
mesta u koloni i ravnoteznim konstantama za interakcije izmedu ispitivanog
jedinjenja i liganda. Ova tehnika je prvi put koris¢ena za AC 1975. godine.
Glavna prednost frontalne analize, u odnosu na zonsko eluiranje, je
moguénost istovremenog prikupljanja informacija o ravnoteznim
konstantama za analit-ligand interakcije i kapacitet vezivanja kolone. Ipak,
frontalna analiza zahteva vecu koli¢inu ispitivanog jedinjenja u odnosu na
zonsko eluiranje.
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Kako bi se dobile informacije o interakciji ispitivanog jedinjenja i
liganda, razvijene su neke nove tehnike analize ili su modifikovane ve¢
postojeée. Pristupi koji su razvijeni za kineticke studije podrazumevaju
tehniku razdvojenog pika, fitovanog pika i analizu raspada pika. Ove
tehnike su iskoriS¢ene u analizi brzine: interakcije lekova sa proteinima,
vezivanja lektina sa Secerima, interakcije izmedu antitela i antigena ili
antitela 1 proteina. AC se koristi za kineticke 1 termodinamicke studije u
oblasti hiralnih razdvajanja zasnovanih na enzimskim ili serumskim
proteinima kao stacionarnim fazama.

7.4. PRIMENA AFINITETNE HROMATOGRAFIJE

Pored do sada opisanih, mnoge druge tehnike su koristile AC za nova ili
poboljsana razdvajanja ili analize. Primer je kombinovana upotreba
afinitetnog liganda i kolone sa masenom spektrometrijom sa online ili
offline metodama za kompleksne uzorke. Imunoafinitetne kolone su
iskori$¢ene za predtretman uzoraka kod GC-MS i HPLC-MS analiza. AC
moze biti online kuplovana sa ESI dokle god eluacioni pufer sadrzi samo
isparljive soli, kao $to su amonijum-acetat ili formijat. Offline analiza moze
biti izvedena koris¢enjem afinitetne kolone za rad sa MALDI-TOF MS
tehnikom za razdvajanje komponenata uzorka sakupljenih kao frakcije i
kombinovane sa MALDI matricom. Masena spektrometrija zasnovana na
brzom atomskom bombardovanju (eng. Fast Atom-Bombardment Mass
Spectrometry, FAB MS) takode moze biti iskoris¢ena sa online ili offline
AC.

Za afinitetnu ekstrakciju plazma antigena, kao predtretman
MALDI-TOF MS analize, iskoriS¢ene su nanocestice konjugovane sa
antitelima. Eseji zasnovani na nanoprobama su iskoris¢eni za robotski
skrining malih molekula u serumu, pri ¢emu je analiza zasnovana na slabim
interakcijama izmedu Secera i ptoteina.

Afinitetne kolone su postale sastavni deo i miniuredaja, kao $to su
mikroredovi nukleinskih kiselina, proteinski redovi, redovi antitela i
upotreba afinitetnih liganada u mikrofluidnim uredajima ili mikrokolonama
za kapilarnu elektroforezu ili LC. Mikroredovi su do sada bili korisni u
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studijama genoma i proteinskih nizova. Ovi sistemi su iskoriS¢eni sa
razli¢itim metodama detekcije kao S§to su apsorbancija, fluorescencija,
hemiluminescencija, elektrohemijska detekcija i masena spektrometrija.

Jos jedna oblast za koju raste interes je kreiranje sintetickih liganada
za afinitetne metode. Polimeri sa imprintovanim molekulima u sebi (eng.
Molecularly Imprinted Polymers, MIPs) su iskoris¢eni kao alternativa za
upotrebu kod afinitetnog razdvajanja vezivnih eseja ili biosenzora.
Vezivanje i mesta gde se odvija prepoznavanje su formirani tokom pripreme
ovih polimera (slika 7.4). Tokom ovog procesa, funkcionalni polimeri
formiraju komplekse sa templatom, $to je uobicajeno ispitivano jedinjenje.
Unakrsno vezivanje monomera kreira polimer ovog templata. Templat se
zatim ekstrahuje ostavljajuéi za sobom samo vezivna mesta koja prepoznaju
i zadrzavaju ispitivano jedinjenje kada se primene na nosacu. lako se MIP
koriste kod AC, Cesto se mogu koristiti i kod ¢vrstofazne ekstrakcije. Pored
toga, MIP su iskoris¢eni i kao mikroanaliti¢ki uredaji, kao $to je ¢vrstofazna
ekstrakcija riboflavina iz hrane i ekstrakcija hlorotiazid herbicida i njihovih
metabolita iz uzoraka Zivotne sredine.

Takode, novi afinitetni ligandi su i nukleinske kiseline, vrlo
selektivne za specificna jedinjenja. Aptameri su nastali razdvajanjem
oligonukleotida koji se vezuju za Zeljeno ispitivano jedinjenje iz velike
koli¢ine nasumicno izabranih jednostrukih DNK ili RNK. Ovi
oligonukleotidi su zatim obogaceni u procesu sistematske evolucije liganada
eksponencijalnim obogacivanjem (eng. Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment, SELEX).

SELEX proces zapocinje imobilisanjem proteina ili drugog analita u
koloni. Nasumi¢no izabrani oligonukleotidi se zatim propustaju kroz
kolonu, nakon Cega se eluiraju i pojaavaju. Dodatno obogacivanje se
odvija na novim kolonama, dokle god se ne dobije aptamer Zeljene
selektivnosti 1 jafine vezivanja. Aptameri su iskoriS¢eni u AC za
preciS¢avanje L-selektovanog imunoglobulina jajnih ¢elija Kineskog hr¢ka 1
razmatraju se za primenu u farmaciji, hemijskoj analizi i biologiji ¢elije.
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Slika 7.4. Sema pripreme molekulsko imprintovanog polimera

Aptameri se koriste u mikrofluidnim ¢ipovima za afinitetnu
ekstrakciju, razdvajanje i detekciju. Pored toga, aptameri su imobilisani sa
monolitima 1 kori$¢eni u biosenzorima sa modifikovanim nanocesticama.
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8.1. UVOD

Planarna hromatografija je oblik tecne hromatografije kod koje je
stacionarna faza planarna povrsina, a osim toga svi ostali hromatografski
principi su isti kao kod do sada ve¢ opisanih hromatografskih tehnika. Kao
Sto je spomenuto, postoje dva oblika planarna hromatografije, PC i TLC.
Navedene dve tehnike se razlikuju samo u prirodi stacionarne faze. Kod PC
stacionarna faza je papir odgovarajuceg kvaliteta zakacen za nosac, dok je
kod TLC stacionarna faza odgovaraju¢i adsorbens fiksiran na Cvrstu
podlogu.

Prednosti  planarne  hromatografije u odnosu na ostale
hromatografske tehnike su jednostavnost, fleksibilnost i paralelna analiza
velikog broja uzoraka. Nedostatak je nemoguénost potpune automatizacije
procesa, osetljivost i taénost kvantitativne analize koja je niza u poredenju
sa drugim hromatografskim tehnikama.

8.2. PRIPREMA I NANOSENJE UZORKA

Priprema uzoraka kod planarne hromatografije je identi¢na za PC i TLC
analizu. Najpre se uzorak, koji sadrzi dovoljnu koli¢inu supstance koja se
analizira, rastvara u odgovaraju¢em rastvaratu (poZzeljno organskom sa
niskom tackom kljuc¢anja), nakon ¢ega se nanosi kao tacka na oznaceno
mesto na planarnoj povrsini. Za nanosSenje uzorka na povrsinu koriste se
mikropipete ili specijalne kapilare od platine i iridijuma.

Ukoliko je potrebno naneti viSe uzorka na povrsinu, pre svakog
nanoSenja uzorka potrebno je osusiti prethodno nanet uzorak. Postupak se
ponavlja nekoliko puta, pri ¢emu se suSenje uzorka, tj. isparavanje
rastvaraCa moze ubrzati primenom razli¢itih suSilica. NanoSenje uzorka je
proces koji najduze traje u PC zbog ¢ega se radi na njegovoj automatizaciji.

Prilikom analize bioloskih materijala ili farmaceutskih preparata,

koji sadrze ispitivane komponente u niskoj koncentraciji, jedan od koraka
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pripreme uzorka jeste ekstrakcija i koncentrovanje uzorka. Za precis¢avanje
I koncentrovanje uzoraka najces¢e se Kkoriste komercijalno dostupni
kertridzi ispunjeni razli¢itim adsorbensima.

Kako bi se smanjila isparljivost analiziranih jedinjenja u uzorku,
najces¢e se primenjuje proces derivatizacije. Pored toga, derivat ima bolja
hromatografska svojstva od polaznog jedinjenja. Kako se za detekciju
ispitivanih komponenti Cesto koristi UV spektrometar, cilj derivatizacije
moze biti 1 povecanje apsorbancije u UV oblasti ispitivanog jedinjenja.
Medutim, pored navedenih prednosti derivatizacija se izvodi samo ako je
neophodno, s obzirom da produzava vreme trajanja analize i zahteva

pazljivo izvodenje kako ne bi doslo do gubitaka.

8.3. PAPIRNA HROMATOGRAFIJA

Hromatografija na papiru je jedna od najstarijih tehnika razdvajanja i jo$
uvek se koristi. Kao tehniku analize alkaloida prvi put je primenio ruski
naucnik Tswett 1903. godine prilikom uspe$nog odvajanja mesavine biljnih

pigmenata, o ¢emu je bilo re¢i u uvodnom delu.

8.3.1. Hromatografski papir

Inicijalno se obi¢an papir koristio prilikom analize uzoraka primenom
papirne hromatografije, medutim sada postoje specijalni papiri za tu
namenu. Papiri za papirnu hromatografiju se pripremaju od specijalno
precis¢ene celuloze sa 98-99% a-celuloze, 0,3—-1,0% p-celuloze, 0,4-0,8%
pentosana i < 0,01% mineralnog pepela. Papiri sa navedenim sastavom
predstavljaju visoko preciS¢enu i reproduktivnu povrsinu sa odgovaraju¢om
poroznom strukturom, debljinom i uredenjem celuloznih niti.

Uloga papira je mnogo kompleksnija i ne treba da se posmatra samo
kao stacionarna faza. Glavni uticaj papira na razdvajanje se ogleda u

protoku mobilne faze. Protok se povecava sa smanjenjem viskoznosti

237



mobilne faze i sa pove¢anjem temperature. Na fiksnoj temperaturi, protok
mobilne faze se kontrolise gustinom i debljinom papira. Smanjenje gustine
ili povecanje debljine papira povecava protok. Deblji papiri (do 3 mm
debljine) su dobri za razdvajanje kompleksnijih smesa.

Hromatografski papiri se pored debljine, karakteriSu i tezinom po
jedinici povrSine i indeksom protoka. Na osnovu navedenog, papiri se
klasifikuju kao spori, standardni ili brzi, Sto odgovara stepenu grubosti i
gustini celuloznih niti. Standardni papiri su najbolji kompromis izmedu
rezolucije i vremena neophodnog za razvijanje hromatograma.

Povrsina papira moze biti modifikovana adsorpcijom komponenata
mobilne faze ili hemijskim tretmanima (npr. acilacijom). Najceséi
impregniraju¢i reagensi koji se koriste za poboljSanje efikasnosti
hromatografskog razdvajanja su:

e Silikonska ulja za reverzno-fazna razdvajanja,
e Adsorbensi (npr. silika-gel i aluminijum) i

e Tecni jonski izmenjivaci.

Proces izbeljivanja, koji se koristi tokom proizvodnje papira,
povecava broj karboksilnih grupa u celulozi. Ove blago kisele grupe uti¢u
na slaba jonoizmenjivacka svojstva papira 1 doprinose boljem razdvajanju.
Hemijski ~ modifikovani  papiri se  pripremaju  uglavhom od
jonoizmenjivackih celuloza kao Sto su karboksimetil- i dietilaminoetil-
celuloza.

Hromatografski papiri treba da se ¢uvaju tako da ne dodu u kontakt
sa reagensima iz okoline (npr. amonijak se vezuje za celulozu i uti¢e na
proces razdvajanja).
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8.3.2. Mobilna faza

Izbor mobilne faze je empirijske prirode. Medutim, na osnovu literaturnih
podataka olakSava se odabir odgovaraju¢e mobilne faze. Uobicajena
mobilna faza je smeSa koja se sastoji od organske komponente, vode i
organskih aditiva, kao $to su Kiseline, baze i kompleksiraju¢i agensi za
modifikaciju rastvorljivosti komponenata uzorka. Odabir mobilne faze
moze biti ilustrovan slede¢im primerom. Polarne organske supstance koje
su rastvorljive u vodi viSe nego u organskim rastvara¢ima pokazuju vrlo
slabu migraciju ukoliko se Kkoristi anhidrovana mobilna faza. Medutim,
dodavanje vode mobilnoj fazi doprinosi rastvorljivosti komponenata uzorka,
pri ¢emu se one pomeraju duz papira. Takode, dodatak sir¢etne kiseline u
znacajnoj meri moze da poveca efikasnost razdvajanja komponenata uzorka.

U tabeli 8.1 je dat prikaz najcesce koriS¢enih rastvaraca u PC.

Tabela 8.1. Najc¢esce korisceni rastvaraci u PC

Polarni Nepolarni
Voda Fenol
Formamid n-butanol
Metanol n-amil-alkohol
Dimetil-sulfoksid Etil-acetat
Siréetna kiselina Dietil etar
Acetonitril n-butil-acetat
Dimetil-formamid Hloroform
Etanol Benzen
Izopropanol Toluen
Aceton Cikloheksan
1-propanol Petrol-etar

2-metilpropan-2-ol

Parafinsko ulje
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U kategoriji sistema rastvara¢a sa stacionarnom vodenom fazom
(celuloza za koju je vezana voda), najpopularnija je butanol-siretna
kiselina-voda (4:1:5), za razdvajanje hidrofilnih supstanci. Ovaj i drugi
dvofazni sistemi se pripremaju tako da se komponente zajedno pomesaju u
komori za razdvajanje. Obe faze se koriste za zasicenje atmosfere unutar
komore, a manje hidrofilna faza sluzi za razvijanje hromatograma.

Formamid se Kkoristi u kombinaciji sa organskim rastvaracima, kao
§to su hloroform i toluen za razdvajanje umereno polarnih supstanci. Pre
same analize, hromatografski papir se impregnira formamidom u etanolu ili
acetonu, u koji se mogu dodati amonijum-formijat ili mravlja kiselina za
zakiseljavanje stacionarne faze. Nakon impregnacije hartija se ostavi da visi
u vazduhu sve dok rastvara¢ ne ispari. Hromatogrami se razvijaju sa
pogodnim mobilnim fazama, kao §to su hloroform, benzen, cikloheksan ili
njihove meSavine. Prednosti ove vrste analize u odnosu na vodene sisteme
su: Siri opseg polarnosti jedinjenja koja se analiziraju, veca efikasnost
razdvajanja i pojava obojenih koncentracionih zona ispitivanih jedinjenja,
tzv. mrlja, odmah nakon razvijanja hromatograma.

U sistemima sa reverznom fazom, hidrofobni rastvara¢ ostaje
fiksiran na papiru, a hidrofilna pokretna faza prelazi preko njega.
Impregnacija moZe da se primeni na sli¢an nacin kako je ve¢ opisano.
Kerozin ili parafinsko ulje mogu sluziti kao stacionarna faza, dok se vodeni
alkoholi koriste kao mobilna faza.

8.4. TANKOSLOJNA HROMATOGRAFIJA (TLC)

Upotreba celuloze kao stacionarne faze kod PC ogranicava moguénosti
primene ove tehnike. TLC tehniku su primenili Izmailov i Shraiber jos
1938. godine, a prvi put je opisana od strane Kirchner-a i dr. 1951. godine
na nacin na koji se i danas izvodi. Medutim, tehnika je postala popularna tek
posto je Stahl objavio knjigu iz ove oblasti 1962. godine u kojoj je opisao
komercijalni uredaj za nanosenje tankog sloja stacionarne faze. Koraci kod
TLC analize su:

e (Odabir odgovarajuce stacionarne faze,
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¢ NanoSenje uzorka,

e Odabir mobilne faze,

e Razvijanje hromatograma,
e Vizuelizacija i

e Detekcija i kvantifikacija.

8.4.1. Stacionarna faza

Sastav i stanje stacionarne faze su naznacajniji faktori prilikom TLC
analize. Adsorbensi fiksirani na nosa¢u mogu biti organske ili neorganske
prirode. Pored toga adsorbensi se mogu podeliti i prema naéinu vezivanja
koji preovladava tokom hromatografskog razdvajanja. U tom sluaju
postoje adsorbensi pogodni za:

e Adsorpcionu hromatografiju,

e Podeonu hromatografiju,

e Jonoizmenjivacku hromatografiju i
e Gel hromatografiju.

Velicina i oblik Cestica stacionarne faze mogu znacajno da uti¢u na
efikasnost razdvajanja tokom hromatografske analize. Najces¢e koriséen
adsorbens u TLC je silika-gel. Na trzistu se silika-gel moze naci:

e Bez dodataka,

e Sadodacima veziva,

e Sa fluorescentnim indikatorom i

o Silika-gel visokog stepena Cistoce i dr.

Nakon silika-gela, celuloza je najcesce koris¢en adsorbens. Svojstva
celuloze kod TLC su analogna svojstvima celuloze kod PC. Najcesca
razlika je u duzini vlakna, koja su kraca kod TLC. Pored navedenih Kkoriste
se jo$ i aluminijum, kalcijum-sulfat, magnezijum-silikat, hidroksiapatit,
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ugalj kao neorganski adsorbens i u kategoriji organskih adsorbenasa su
poliamidi, porozni polimer i alginska kiselina.

Obicne staklene plocice, kvarcne cevi i transparentne plastike (u UV
oblasti) su najpopularniji nosaci stacionarne faze.

Vezivne komponente su neophodne za pripremu stabilnih slojeva
stacionarne faze. Medutim, prilikom izbora veziva mora se obratiti paznja
da izabrano vezivo ne uti¢e na proces razdvajanja i duzinu trajanja analize.
Gips i razli¢iti polimeri (polivinil-alkohol, polimetakrilat i poliolefin) su
najcesce korisceni prilikom procesa vezivanja stacionarne faze za nosac.
Samo mali broj silika-gelova i nekoliko vrsta celuloze ne zahtevaju
upotrebu vezivnih supstanci.

Vezivne komponente se pomesaju sa adsorbensom u odgovaraju¢em
rastvaraCu. Nakon pripreme homogene smesSe nanose se na odgovarajuci
nosa¢. Odnos adsorbens — rastvara¢ (najces¢e voda) je odreden od strane
proizvodaca. Ukoliko se kao vezivo Kkoristi gips, nakon dodatka vode, sloj
mora da se nanese na nosac¢ u roku od 60 s.

Najcesca tehnika pripreme stacionarne faze je razmazivanje smese
adsorbensa i veziva na nosac¢, mada moze da se primeni i tehnika umakanja
nosaca u smeSu ili tehnika rasprSivanja. Stacionarna faza se nanosi u
slojevima, pri ¢emu se slojevi moraju susiti pre svakog nanoSenja. Princip
rada komercijalnog instrumenta, za nanoSenje slojeva stacionarne faze na
nosac, je prikazan na slici 8.1.

mlikator sa podesivim
razrezom .
plasti¢na podloga
(@) —>  staklene plocice ‘
I

T

T T 7 A 4
. a7 A A

—~——

7 vy 4 ey wyyyy
7 4 yy y & 4

Slika 8.1. Skica uredaja za nanoSenje stacionarne faze na nosa¢ kod TLC

Slicno kao kod PC, moguc¢a je impregnacija ploca, tako sto se
prskaju ili potapaju u rastvor odgovarajuceg sredstva. Takode, mogu da se
urone donjim krajem u rastvor, pri ¢emu se impregnirajuce sredstvo
kapilarnim silama upija do vrha ploc¢e. Nakon impregnacije ploce se suse i
kondicioniraju.
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Prednost komercijalno dostupnih ploca za TLC je garantovan sastav
I uniformnost od strane proizvodaca. Dostupne su ploce na staklu, plastici i
fleksibilnoj aluminijumskoj foliji. Staklene ploce su inertne i sa njima se
lako rukuje. Plasti¢ne i aluminijumske ploce i folije se ne mogu slomiti,
lagane su i najcesCe su najjeftinije reSenje zbog toga Sto mogu biti
proizvedene i u rolnama, pa se mogu se¢i u zeljenim dimenzijama.
Medutim, neki rastvaraci interaguju sa plastiénim slojevima, te zbog toga
treba biti obazriv prilikom njihove primene.

8.4.2. Mobilna faza

Izbor mobilne faze kod TLC zavisi od stacionarne faze i analogan je izboru
rastvaraca kod papirne ili kolonske hromatografije.

Ukoliko se najc¢eS¢e koriS¢eni rastvaraci iz tabele 8.1 klasifikuju na
osnovu njihove sposobnosti formiranja vodoni¢nih veza vidimo da se na
pocetku ove serije nalaze rastvaraCi koji su ili donori ili akceptori
elektronskih  parova, pri c¢emu imaju mogucénost formiranja
medumolekulskih vodoni¢nih veza (hidrofilni ili polarni rastvaraci). Na
kraju serije su hidrofobni, lipofilni ili nepolarni rastvaraci. Izmedu
navedenih grani¢nih vrednosti, postoji kontinualni prelaz formiran od strane
rastvaraca srednje polarnosti. Rastvarac¢i do 2-metilpropan-2-ola se mesaju
sa vodom u svim odnosima, dok ostali formiraju dva sloja sa vodom. U
vecini slucajeva je neophodno odabrati visekomponentnu mobilnu fazu za
rad.

Pored osobina rastvaraca, od izuzetnog znacaja za hromatografsku
analizu je i pH-vrednost kako mobilne, tako i stacionarne faze.

8.5. RAZVIJANJE HROMATOGRAMA

Slede¢i korak u PC analizi je izbor komore u kojoj se razvija hromatogram
(najcesce staklene, sa poklopcem koji se dobro zatvara). Tokom
hromatografskog razdvajanja, komora u kojoj se odvija proces mora da
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bude zasticena od promene temperature, a atmosfera treba bude zasi¢ena
parama primenjenog rastvaraca.

U zavisnosti od primenjene komore postoje sledec¢e tehnike analize
(slika 8.2a-c):

e Uzlazna,
e Silaznai
e Horizontalna (radijalna).

Najcesce se koristi uzlazna tehnika, u staklenoj komori (slika 8.2a).
Mobilna faza pokriva dno komore, ali tako da ne doti¢e mesto nanosenja
uzorka, pri ¢emu prolazi kroz stacionarnu fazu zahvaljuju¢i kapilarnim
silama nose¢i sa sobom komponente uzorka u pravcu protoka.

a) | ] b )

FM

protok

u

o ) 9 )

TR R

Slika 8.2. Cetiri tipa aparature za TLC a) uzlazna, b) silazna, c)
horizontalna i d) sa dva razlicita rastvaraca. U — pocetna pozicija uzorka; M
— mobilna faza; FM — front mobilne faze; S — stacionarna faza; N — nosac

stacionarne faze; P — pamucna gaza
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Hromatogram se moze razvijati na vise nacina:

e Sa istim rastvara¢em (viSe puta),

e Sa razli¢itim rastvaraCima (razdvajanje jedinjenja koja se razlikuju
po svojim osobinama, slika 8.2d) i

e Sa dva rastvarata u istom ili u dva pravca (dvodimenzionalna
hromatografska tehnika).

Nakon $to rastvara¢ dostigne odgovarajucu visinu (front rastvaraca),
hromatografski papir/plo¢a se uklanja iz posude i suSi. Razdvojene
komponente su locirane na planarnoj povrsini, pri ¢emu se njihov poloZaj
opisuje preko R¢-vrednosti (slika 8.3, jednacine 8.1 i 8.2).

Front mobilne faze

—,@ Standarad

Slika 8.3. Sematski izgled hromatografskog papira ili razvijene ploce s
tankim slojem adsorbensa na koju su naneti nepoznati uzorak i poznati
standard

Rs-vrednost je proporcionalna vremenu zadrzavanja ispitivanih
jedinjenja, a obrnuto proporcionalna frontu rastvaraca (jednacina 8.1):

_ rastojanje ispitivanog jedinjenja
- rastojanje mobilne faze

R, %100 =%><100 8.1)
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Kod PC se eksperimentalni uslovi teSko mogu ponoviti, tako da
poredenje Ri-vrednosti nije pouzdano. U skladu sa tim, pored uzorka se na
planarnu povrSinu nanosi i unutra$nji standard (Rys) i sve Rg-vrednosti se
porede s njim (jednacina 8.2):

__ rastojanje ispitivanog jedinjenja
rastojanje standarda

Rus %100 =2 x100 (8.2)
C

Dvodimenzionalna PC analiza se koristi kod supstanci sa bliskim R¢-
vrednostima (komponente koje se nisu prvobitno razdvojile). Kad se zavrsi
razdvajanje u jednom pravcu, papir ili plocica se osusSe, okrenu tako da
protok (najces¢e drugog rastvaraa) bude normalan na pravac kretanja
prvog rastvaraca (slika 8.4).

a) by |
0.5em - B
||
0,5¢m
c) d
90°

Slika 8.4. Dvodimenzionalna PC
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8.6. DETEKCIJA I KVANTITATIVNA ANALIZA

Ukoliko su ispitivana jedinjenja obojena, njihove zone se lako mogu
obeleziti 1 izraCunati Rs-vrednosti. Medutim, ukoliko su jedinjenja bezbojna
neophodno je primeniti fizicke, hemijske ili bioloske metode za odredivanje
polozaja mrlja. Za bojenje mrlja koriste se razlic¢ite hemijske supstance koje
se pomocu rasprsivaca nanose na plocu. Veoma je vazno istaci da se mrlje
moraju odmah obeleziti, s obzirom da mogu izbledeti ili ¢ak potpuno nestati
nakon izvesnog vremena.

Fizicke metode izazivanja hromatografskih mrlja podrazumevaju
apsorpciju vidljive ili UV svetlosti. Veliki broj organskih jedinjenja
apsorbuje zracenje na 254 nm, pri ¢emu se mrlje, koje poti¢u od ispitivanih
komponenata uzorka, pojavljuju na osvetljenoj povrsini. Neka jedinjenja
mogu da ispolje fluorescenciju, nakon hladenja ili zagrevanja na vrlo
niskim/visokim temperaturama.

Prilikom hemijskih metoda vizualizacije reagens se najceS¢e nanosi
rasprSivanjem, izlaganjem hromatograma parama ili potapanjem u rastvor.
U zavisnosti od reakcije supstanci sa reagensom, metode hemijske detekcije
formiraju crne, obojene ili fluorescentne zone na hromatogramu (tabela
8.2). Nakon primene reagensa hromatogram se obavezno susi, nakon cega
se mrlje obelezavaju. Najcesce se kao reagensi koriste sumporna kiselina
koja vec¢inu organskih supstanci oksiduje 1 nakon zagrevanja ploc¢e, zone se
detektuju kao tamne mrlje. Ninhidrin se Kkoristi za odredivanje
aminokiselina i amina, dok se pare joda primenjuju u analizi organskih
jedinjenja (formiraju komplekse Zzute do braon boje).

Mrlje ispitivanih jedinjenja su kruznog ili ovalnog oblika, u
idealnom slucaju. Medutim, mrlja je najceSc¢e deformisanog oblika sa tzv.
repovima. Uzroci ovih deformiteta nisu poznati, medutim hromatogram se
moze iskoristiti i u ovakvim slucajevima, ukoliko se obezbedi odgovarajuca
razdvojenost komponenti.
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Tabela 8.2. Selektivni reagensi u spreju

Reagens Boja mrlje Primena
Pare joda Braon Neéa.s iéﬁ.:na organska
jedinjenja
Zuto-zelena
) ) ) i Veliki broj organskih
2,7-dihlorfluororescein  ispod UV svetlosti e J O
jedinjenja
na 254 nm
0,1-0,59 . . .
A= 0% Zuta Karboksilne kiseline
bromkrezol zeleno
50% ShCl; Steroidi, karotenoidi,

Razlicite boje e ew . )
J alicikliéni vitamin

u CH;COOH
0,3% ninhidrin u
1-butanolu sa Roze-ljubicasta Aminokiseline
3% CH3COOH

PC se prvobitno smatrala kvalitativnom tehnikom, medutim
prepoznate su i njene mogucnosti primene U Kvantitativnoj analizi. Kirchner
i dr. su jo§ 1954. godine opisali ovu tehniku kao kvantitativnu, prilikom
odredivanja bifenila u citrusnim voénim proizvodima.

Za razliku od tehnika na kolonama, gde se kvantitativna odredivanja
odvijaju van hromatografskog sistema, kod PC analize se odvijaju in situ. In
situ metode koriste relaciju izmedu koncentracije i povrSine, duZine,
intenziteta boje, fluorescencije i UV apsorpcije mrlja na hromatogramu.
Najednostavnije je vizuelno poredenje mrlje koja poti€e od uzorka sa
mrljama od serije standardnih rastvora poznatih koncentracija. Navedena
procedura podrazumeva semikvantitativnu analizu. Dok se za kvantitativnu
analizu navedeni parametri mrlje procenjuju denzitometrom ili nekim
drugim savremenim tehnikama. Kod TLC analize koriste se metode
skidanja mrlja, nakon c¢ega se analiza nastavlja drugom tehnikom. Prilikom
spektrofotometrijske analize, moze doc¢i do rasipanja svetlost i snizavanja
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tacnosti odredivanja, ukoliko se najfinije cestice adsorbensa pojave u
uzorku nakon spiranja ispitivanog jedinjenja u eluat.

8.7. POREDENJE TLC SA DRUGIM TEHNIKAMA
HROMATOGRAFSKE ANALIZE

Moderne tehnike TLC analize poticu iz sedamdesetih godina, nakon
komercijalnog uvodenja cestica optimizovanih za brzo i efikasno
razdvajanje. Ova verzija TLC se <cCesto opisuje kao tankoslojna
hromatografija visokih performansi (eng. High Performance Thinlayer
Chromatography, HPTLC). Termin HPTLC je najpre iskoris¢en prilikom
primene Cestica dimenzija 5 pm u centrifugalnoj TLC analizi, ali se danas
koristi za bilo koju TLC tehniku koja kombinuje najmodernije tehnike.
HPTLC je prvenstveno rezultat ¢itavog niza poboljSanja u mnogim
aspektima operacija koje ¢ine TLC, pre nego §to je to specijalan napredak u
oblasti razvoja instrumenata. Konvencionalna TLC i HPTLC su uporedene
u tabeli 8.3.

Male dimenzije i uniformna priroda ¢estica kod HPTLC dovode do
vece hromatografske efikasnosti u odnosu na TLC. Pored toga, primenom
HPTLC moguce je izvrsiti 1 razdvajanje koje inace nije moguce postici
uobicajenom TLC analizom. Iako je brzina mobilne faze niza kod HPTLC,
zahtevaju se manje duzine migracija kako bi se dobila ekvivalnentna
razdvajanja. Tipi¢ne duzine migracija kod HPTLC analiza su od 3 do 6 cm,
dok su kod TLC te vrednosti od 10 do 15 cm. Vremena razvijanja
hromatograma su kod TLC analize za red veli¢ine visa. Granice detekcije su
kod HPTLC deset puta nize nego kod konvencionalne TLC analize. Kod
HPTLC analize razvoj i snimanje hromatograma su automatizovani.
Dimenzije uzorka treba da su S$to manje (< 1,5 mm), da bi se postigla
optimalna rezolucija i osetljivost.

Kao zakljucak, moze se re¢i da je TLC analiza jeftinija. To se
prvenstveno odnosi na konvencionalne TLC analize, gde je potreban samo
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nosac¢ sa stacionarnom fazom, mobilna faza i pogodna komora za razvoj
hromatograma. Analiza hromatograma se postize vizuelno, nakon primene
odgovarajuc¢ih reagenasa. U navedenom obliku TLC analiza je jednostavna i
robusna tehnika koja moze da se iskoristi za analizu Sirokog spektra
jedinjenja. Medutim, TLC tehnika se navodi kao tehnika loSe rezolucije 1
osetljivosti, koja je semikvantitativna. Nasuprot tome, HPTLC analiza
zahteva denzitometar i automatizovano nanoSenje uzorka, ali je osetljivost
analize bolja.

Tabela 8.3. Poredenje odabranih parametara kod TLC i HPTLC

Parametar TLC HPTLC
Dimenzije nosaca (cm) 20x20; 10x20 10x10; 20x10
Debljina (um) 100-250 100-250
Velicina Cestica (um) 20 5-15
Raspodela 10-60 uska
Broj teorijskih platoa <600 <5000
Visina (um) 30-60 2-20
Broj razdvajanja 7-10 10-20
Zapremina uzorka (pL) 1-5 0,01-0,2
Pre¢nik pocetnih tacaka uzorka 3-6 1,0-1,5
(mm)

Pre¢nik mrlje (mm) 6-15 2-6
Duzina fronta rastvaraca (cm) 10-15 3-6
Vreme razvijanja (min) 30-200 3-20
Broj uzoraka na ploci 10 18-36

Mehanizmi razdvajanja u slu¢aju TLC i HPLC su u osnovi isti.
Medutim, kod HPLC su stacionarna i mobilna faza obi¢no u ravnotezi pre
uvodenja uzorka u kolonu, dok se kod TLC mobilna faza susrece sa suvim
slojem stacionarne faze na pocetku razdvajanja. Kod TLC analize, protok
mobilne faze je rezultat kapilarnih sila i ne mozZe biti kontrolisan, kao Sto je
to slucaj sa HPLC analizom. Jedna od najvaznijih razlika u odnosu na
tehnike koje koriste kolone za razdvajanje je u prirodi razdvajanja. Tehnike
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sa kolonama su vremenski ogranicene, dok kod TLC postoji prostorno

ograni¢enje. Kod HPLC analize, sve komponente prelaze iste duzine ali za

razlicito vreme, dok kod TLC komponente prelaze razli¢ite duZzine
(prostorno su razdvojene) za isto vreme trajanja analize.

lako TLC analiza nema moguc¢nost primene poput HPLC ili GC

analiza, postoje slucajevi gde se koristi kao adekvatna alternativa.
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