Primjena visSedimenzionalne kromatografije u analizi
okolisa

Bari¢, Lana

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:149:300393

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKITMCMXI:

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:300393
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:458
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:458
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:458

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE
SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Lana Bari¢

PRIMJENA VISEDIMENZIONALNE KROMATOGRAFIJE U
ANALIZI OKOLISA

ZAVRSNI RAD

Voditelj rada:  doc. dr. sc. Sime Uki¢
Clanovi ispitnog povjerenstva: doc. dr. sc. Sime Uki¢
izv. prof. dr. sc. Danijela ASperger

dr. sc. Suzana Sop¢ic¢

Zagreb, rujan 2016.



ZAHVALA

Zahvaljujem svom mentoru doc. dr. sc. Simi Ukicu na strpljenu, pomodi i savjetima
tijekom izrade ovoga rada.

Hvala prijateljima i prijateljicama koji su mi studentski zivot ucinili ljepsim. Takoder
hvala decku koji je uvijek bio uz mene.

Posebno zahvaljujem svojoj obitelji na razumijevanju i podrsci koju su mi pruZili
tijekom studiranja.



SAZETAK

ZnaCajni izumi 1 tehnicka ostvarenja osmisljena na polju kromatografije unazad
nekoliko desetljeca omogucila su nove pristupe kromatografskom razdvajanju, osobito
istiCu¢i viSedimenzionalne kromatografske izvedbe. Porast svjesnosti analiti¢ara o izvedbenim
znaCajkama jednodimenzionalnih kromatografskih tehnika kao i konstantna potreba za
analizom sve kompleksnijih analita (StoviSe, uz $to krace vrijeme analize i Sto kvalitetniju
separaciju) ucinila je viSedimenzionalnu kromatografiju iznimno prihvatljivim separacijskim
pristupom. Svejedno, korisnici moraju biti svjesni i dalje prisutne kompleksnosti kao i visokih
troskova ovog pristupa.

Visedimenzionalna kromatografija je danas prisutna u gotovo svim dijelovima

ljudskog zivota. Pri tome isti¢em analizu okoliSa kao jedan od klju¢nih problema danasnjice.

Kljuéne rijeci: kemijska analiza, viSedimenzionalna kromatografija, analiza okolisa



SUMMARY

There have been significant discoveries and technical advantages in chromatography
in last several decades which provided new modes of preforming chromatographic
separations, such as multidimensional chromatography. The increasing awareness of the
performance limits associated with modern 1D chromatography and the continually
increasing need to separate samples of greater complexity, moreover in less time and with
better detection limits, promoted multidimensional chromatographic as quite acceptable
analytical technique. Nevertheless, the users must be aware of still high performance
complexity and significant level of costs that follows analysis by multidimensional
chromatography.

Multidimensional chromatography is currently present in practically every part of

human life, including environmental analysis as one of the nowadays most essential issues.

Key-words: chemical analysis, multidimensional chromatography, environmental analysis
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1. UVOD

Prirodni svijet je kompleks koji se sastoji od slozenih smjesa, primjerice petrolej moze
sadrzavati od 10° do 10° komponenti, dok je procijenjeno da u ljudskom tijelu ima najmanje
150 000 proteina. Mnoge mjeSavine bitne za istraziti sastoje se od stotina pa cak i tisuca
razli¢itih komponenti. One su suvise slozene da bi se razdvojile jednostavnom
kromatografijom. [1].

Mnogi analiticki problemi zahtijevaju vecu razlucivost nego Sto to moze pruziti jedna
kromatografska tehnika. U takvim sluc¢ajevima snaga odvajanja moze se poboljsati upotrebom
vise separacijskih tehnika ili mehanizama. [2]. ViSedimenzionalna kromatografija pojavila se
kao zanimljiva alternativa za analizu sloZenih kompleksa u tehnoloskim poboljsanjima i
dostigla svoju maksimalnu razinu. Pik kromatograma dobiven viSedimenzionalnom
kromatografijom daleko je ve¢i od onoga kojeg daje jednodimenzionalna kromatografija.
Visedimenzionalna kromatografija omogucuje separaciju dvaju neovisnih koraka ¢ime
povecava mo¢ razluCivanja jednodimenzionalnog sustava, a time i fizicko odvajanje
komponente u sloZzenom uzorku. [3].

Ovaj rad bavi se upravo viSedimenzionalnim kromatografskim tehnikama i njithovom

primjenom u analizi okolisa.



2. OSNOVE KROMATOGRAFIJE

2.1. POVIJEST KROMATOGRAFIJE

Povijesno, kromatografija se pocinje razvijati sredinom devetnaestoga stoljeca.
Kromatografiju je pocetkom dvadesetog stolje¢a izumio ruski botani¢ar Mihail Semenovic¢
Cvet. On je odjeljivao otopine biljnih pigmenata klorofila i ksantofila prolaskom kroz
staklenu kolonu napunjenu usitnjenim kalcijevim karbonatom. Odijeljeni sastojci mogli su se
vidjeti na koloni u obliku obojene vrpce po je tako ova tehnika i dobila ime kromatografija
(gr¢ki chroma $to znaci boja). [4]. Nove kromatografske tehnike razvijene su tijekom 30. i 40.
godina 20 stolje¢a kao korisni separacijski procesi, a znacajnom razvoju kromatografije
pridonijeli su Archer John Porter Martin i Richard Laurence Millington Synge u razdoblju od
1940. do 1950. godine. Upravo su Martin i Synge utemeljili osnovne principe kromatografije,
Sto je potaklo daljnji brz razvoj novih kromatografskih tehnika. [5].

Poceci kromatografije u Hrvatskoj povezani su uz imena Purde Deur-Siftar (plinska

kromatografija) i Srecka Turine (tankoslojna kromatografija).

2.2. TEMELJINI POIMOVI

Kromatografija je fizikalno-kemijska metoda odjeljivanja u kojoj se sastojci odjeljuju
izmedu dviju faza od kojih je jedna pokretna (mobilna), odnosno kre¢e se u odredenom
smjeru, dok je druga nepokretna (stacionarna). [6]. Kromatografski sustav sastoji se od
pokretne 1 nepokretne faze te analita koji je tijekom kromatografskog procesa u dinamickoj
ravnotezi izmedu tih dviju faza. Zbog dinamicke ravnoteZe ispitivane tvari dolazi do
narusavanja ravnoteznog stanja, $to uzrokuje putovanje skupine molekula u smjeru gibanja
pokretne faze. Pokretna faza moze biti plinovita i tekuca koja nosi komponente uzorka kroz
nepokretnu fazu, a odjeljivanje se temelji na razlikama u brzini kretanja komponenti kroz
nepokretnu fazu. Nepokretna faza moze biti ¢vrsta i tekuca, dok tekuca ako je rasporedena na
¢vrstoj fazi ne mora sudjelovati u procesu odjeljivanja. Tekuca faza moze se vezati na Cvrstu
kovalentnom vezom ili se imobilizirati na nju, na primjer in situ polimerizacijom nakon
nanoSenja. Eluat je naziv za otopinu pokretne faze koja izlazi iz kolone,a proces kojim se

ispire analit s kromatografske podloge naziva se eluiranjem.



Zapis koncentracijskog ili masenog profila sastojaka uzorka nakon zavrSenog procesa
razdvajanja naziva se kromatogram.

Glavne metode kromatografije su kromatografija ispiranjem, kromatografija
istisnu¢em 1 frontalna kromatografija. Ako se uzorak unosi u sustav u ograni¢enoj koliCini,
tada govorimo o kromatografiji istisnu¢em 1 ispiranjem. Ukoliko pokretna faza sadrzi spoj
koji se jaCe zadrzava na nepokretnoj fazi nego sastojak uzorka koji se ispituje, uzorak ¢e se
istisnuti i govorimo o kromatografiji istisnu¢em. U kromatografiji ispiranjem pokretna faza,
koja se u ovom slucaju naziva eluens, konstantno prolazi kroz kromatografsku podlogu.
Eluens sadrzi kompeticijske tvari koje se na kromatografskoj podlozi natjeCu za aktivna
mjesta s ispitivanim uzorkom. Frontalna kromatografija je postupak u kojemu se uzorak
(tekucina ili plin) kontinuirano unosi u kromatografsku podlogu te se u njoj ne koristi dodatna
pokretna faza.

Prema obliku kromatografske krivulje kromatografija se dijeli na kolonsku, u kojoj se
nepokretna faza nalazi unutar kolone i plo$nu, gdje je nepokretna faza unutar plohe.

Ukoliko govorimo o fizikalnom stanju pokretne i nepokretne faze, kromatografija
moze biti tekucinsko-tekucinska, tekucinsko-Cvrsta, plinsko-tekuéinska i plinsko-Cvrsta, a
prema fizikalnom stanju pokretne faze dijeli se na plinsku, tekucinsku 1 fluidnu

kromatografiju pri superkriticnim uvjetima. [6].

2.2.1. Tekudinska kromatografija

Pokretna faza je kapljevina, a nepokretnu fazu ¢ine razliCiti sorbensi, Stoga se
tekuc¢inska kromatografija moze podijeliti na:
e adsorpcijsku kromatografiju (nepokretna faza je razliciti adsorbens,
e razdjelnu (kapljevinska nepokretna faza je nanesena na ¢vrsti nosac).
Za razliku od plinske kromatografije, tekuc¢inskom kromatografijom se mogu
odjeljivati smjese zbog niske hlapljivosti ili toplinske nestabilnosti. [7]. Ovisno o polarnosti
analita u tekucinskoj kromatografiji moguca je upotreba normalnih ili obratnih faza.
Kromatografija normalnih faza pretpostavlja da je nepokretna faza polarna, a pokretna
nepolarna. Odjeljivanje analita ovisi o0 interakciji s polarnom nepokretnom fazom.
Kromatografija obrnutih faza pretpostavlja da je nepokretna faza nepolarna, a pokretna
polarna. Mehanizam razdvajanja temelji se na hidrofobnosti analita. Primjenjuje se u
razdvajanju homolognih i izomernih spojeva slicne polarnosti te polarnih i ioniziranih spojeva

koji se zbog ¢vrste veze S nepokretnom fazom ne mogu razdvajati kromatografijom normalnih



faza. [7]. U teku¢insku kromatografiju ubrajaju se: tankloslojna kromatografija (TLC),
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), kromatografija ultravisoke

djelotvornosti (UHPLC), ionska (IC) i kromatografija isklju¢enjem po veli¢ini (SEC). [7].

2.2.2. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija jedna je od najcesce upotrebljavanih analitickih tehnika i prva
kromatografska tehnika kojom su se uspjesno rjesavali brojni problemi u medicini, biologiji,
zastiti okoli$a, ali i u industriji. Postoje dvije temeljne tehnike u plinskoj kromatografiji:

o plinsko-adsorpcijska, u kojoj je ¢vrsti adsorbens nepokretna faza

J plinsko-tekucinska, nepokretna faza je kapljevina nanesena u tankom sloju na
veliku, inertnu Cvrstu povrSinu, a mehanizam separacije temelji se na
razdiobi. [7].

Prednost metode je u brzini, moguénosti odjeljivanja vrlo sloZzenih smjesa te maloj
masi uzorka, a nedostatak je sto se njome mogu odjeljivati samo hlapljivi i toplinski stabilni
spojevi. [7].

2.2.3. Superkriti¢na fluidna kromatografija

Kromatografska separacija s fluidom kao mobilnom fazom iznad svoje kriticne
temperature i tlaka. Separacija se provodi s CO, koji predstavlja mobilnu fazu i kolonom
tekuc¢inske kromatografije kao stacionarnom.

Superkritiéna fluidna kromatografija omogucuje analizu smjesa koje je tesko

analizirati drugom kromatografskom metodom. [8].

2.3. KARAKTERISTICNE KROMATOGRAFSKE VELICINE

2.3.1. Kromatografsko zadrzavanje [7]

Tijekom prolaska kroz stupac molekule uzorka provode dio vremena u pokretnoj, a
dio u nepokretnoj fazi. Sve molekule ostaju jednako dugo u pokretnoj fazi. To je tzv.
zadrzano vrijeme tm, Koje je jednako vremenu koje prode od trenutka injektiranja tvari koja se

ne veze na nepokretnu fazu do trenutka detekcije.



Vrijeme zadrzavanja otopljene tvari tg jest vrijeme od trenutka unoSenja uzorka do
vremena maksimalnog odziva za pojedinu tvar.

Prilagodeno vrijeme zadrzavanja tgr je vrijeme koje otopljena tvar provede uz
nepokretnu fazu.

tp =1, +1 (1)

Za optimizaciju kromatografske separacije vazan je omjer vremena koje otopljena tvar
provede u nepokretnoj fazi i vremenu u pokretnoj fazi. To se oznacava faktorom zadrzavanja
k:

k=%=th_tm (2)

Moguénost separacije dvaju spojeva odnosno njihovo relativnho zadrZavanje izrazeno je
separacijskim faktorom a:
k(A
o= k(A) 3)
k(B)

Navedene veli¢ine odnose se na kromatografiju na stupcu, a kada se govori o plo$noj
tada se upotrebljava faktor zaostajanja Rr koji predstavlja omjer puta prijedenog otapala i puta
kojeg prijede ispitivana tvar.

| (otapala)
Re=——7-—"=-
I (tvari)

(4)

2.3.2. Protok kroz porozni medij

Pokretna faza kroz sloj nepokretne faze u stupcu uglavnom protjeCe njezinim

meduprostorima. Pokretna faza uhvac¢ena unutar poroznih €estica uglavnom je stagnirajuca.

2.3.3. Sirenje kromatografske zone

Prilikom prolaska uzoraka kroz nepokretnu fazu, kromatografska zona se Siri
proporcionalno duljini puta ili vremenu. Sirenje zone ukazuje na uéinkovitost kromatografske
separacije. Iskazuje se kao:

e Broj teorijskih tavana (odsjecaka), n
e Visina tavana (odsjeCaka), H (omjer duljine stupca, L, i broja teorijskih

odsjecaka, n)

H =

L 5)
n



Ako se pretpostavi da se koncentracija kre¢e po Gaussovoj razdiobi tada se broj teorijskih

odsjeaka moze izraziti ovisno o varijanci i vremenu zadrZavanja prema izrazu:

2
n= [EJ ©6)
Oy

gdje je avarijanca u jedinici vremena. U praksi se umjesto varijance koristi $irina

2
n=a (tij @
w

tangente povudene
" iz tocaka infleksije

kromatografske krivulje, w:

1,000 }

-+ O

0,882 +

__-tocke infleksije

0,607 «— W, =20

0,500 f -~ W, = 2,3540

- 3¢

0,324

visina krivulje pri maksimumu

0,134
0.044

- 4o

<+— 5¢

Slika 1. Karakteristi¢na svojstva kromatografske krivulje. [7].

2.3.4. Kapacitet pika

Jos jedna vazna karakteristi¢na veli¢ina u kromatografiji je kapacitet pika. On se moze
definirati kao maksimalan broj pikova koji se mogu rijesiti, s danim razlucivanjem, u
definiranom separacijskom prostoru. Pod separacijskim prostorom, smatra se broj eluiranih
pikova od prvog do posljednjeg. [9].

Za izokratnu separaciju Grushka je izracunao kapacitet pika n,:

n1 :1+ﬂ|nm

8
4 1+k' ®)



gdje su ki i ky faktori zadrzavanja prve i posljednje komponente. [9].
Sli¢no, kapacitet pika se moze izracunati za gradijentnu separaciju pod pretpostavkom

da je Sirina pika konstanta za sve komponente.

IN | k',

n =1+—In

9)

G1
N, mjeren za k'=k's je proizvoljan broj. Medutim, znafenje ima samo kada su uvjeti za
izokratnu separaciju i Gaussovu krivulju. Pikovi skoro nikada nisu u Gaussovoj krivulji i u

gradijentnoj separaciji postoji pretpostavka da N i tp ostaju konstantni tijekom promjene

(10)

Gdje su a i b konstante. Pik kapaciteta se moze onda izracunati tako da se rijese konstante a |
b uvrstavanjem u jednadzbu s eksplicitnom mjerenim n vs. tg U bazi podataka.

Baza podataka je izgradena iz mjerenja i racunanja ,,uzorka“ i ,.kondicionalnog*
kapaciteta pika, n. za gradijentu seriju (na primjer t¢ = 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20 min...) iz

jednadzbe:
-t
n, =1+—0 R (11)

Gdje su tr i tr 1 retencijska vremena, a W je prosje¢na bazna linija $irine pika.

2.4. KROMATOGRAFSKI DETEKTORI

Kod plinske kromatografije postoje univerzalni detektori (plameno-ionizacijski) i
specifi¢ni (detektor zahvata elektrona, plameni fotometar, FTIR (Fourier Transform Infrared)
spektrometar i spektrometar masa.

Vazni detektori kod tekucinske kromatografije su spektrometar masa,
spektrofotometrijski detektori u UV-VIS podruc¢ju elektromagnetskog zracenja, detektori na
osnovi molekulske fluorescencije, indeksa loma, oni koji se temelje na rasprSenju
elektromagnetskog zraCenja na isparenom uzorku te elektrokemijski  detektori

(konduktometrijski i amperometrijski).
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Slika 2. Detektor zahvata elektrona. [10].
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Detektori mogu pratiti znacajke pokretne faze pri ¢emu se mjeri indeks loma ili
provodnost pa se otopljeni analit dokazuje neizravno iz tih veli¢ina ili prate karakteristike
otopljene tvari. [10].
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Slika 4. ELS (Evaporative Light Scattering) detektor. [10].
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3. 2D KROMATOGRAFIJA

Veliki dio uzoraka koji su zanimljivi znanstvenicima za proucavanje vrlo su slozene
prirode. Kako bi se takvi uzorci pravilno analizirali (identifikacija/kvantifikacija) moraju se
prethodno separirati. Visedimenzionalna kromatografija je jedna od naju¢inkovitijih metoda
odvajanja slozene smjese pri ¢emu su sastojci smjese organizirani u skupine na temelju
njihovih kemijskih svojstava. Ovakav visedimenzionalni pristup osigurava veéu mo¢

razluCivanja slozenih smjesa.

3.1. TEORIJSKE OSNOVE

Dvodimenzionalna kromatografija moze biti izravna (dva kromatografa su spojena u
sustav on-line) i neizravna (off-line).

Danas postoje dva oblika visedimenzionalne plinske kromatografije: konvecionalna
(engl. heart-cut) i sveobuhvatna dvodimenzijska (engl. comprehensive). U konvencionalnoj
samo dijelovi eluata s nerazdvojenim komponentama smjese ulaze u drugu kolonu, dok u
sveobuhvatnoj GCxGC, kao i u LCxLC te LCxGC, cijeli uzorak pomoc¢u modulatora ulazi u
drugu kracu kolonu razli¢itih karakteristika u kojoj odjeljivanje traje kratko, 2-10 sekundi ili
manje. Zbog dviju vrijednosti vremena zadrzavanja dvodimenzionalno odjeljivanje

omogucuje bolje dokazivanje sastojaka. [10].

3.2. LC-GC

U slucaju LC-GC, selektivnost LC separacije spojena je s visokom ucinkovito$¢u i
osjetljivos¢u GC separacije, $to u konacnici daje velik kapacitet kromatograma (engl. peak
capacity). Off-line spajanje LC-GC c¢esto se koristi zbog jednostavnog rukovanja i
prikupljanja tekucina, no tehnika je dugotrajna i naporna i ukljucuje brojne korake pri cemu
postoji rizik od oneciséenja, formiranja artefakata i gubitka uzorka. On-line spajanje LC-GC
donosi nekoliko prednosti: nije potrebna velika koli¢ina uzorka, uzorak se ne mora obradivati
te nije potrebno isparavanje ili razrjedivanje. Nedostatak on-line sustava je skupoca pocetne
instalacije, nezgodno rukovanje sustavom i poprili¢no komplicirana sucelja. Glavni problem
koji bi trebalo rijesiti kod LC-GC je prijenos velike koli¢ine kapljevine iz jednog sustava u

drugi. Naime prilikom transfera iz LC u GC uzorak mora prije¢i iz jedne faze u drugu, pa
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velike koli¢ine tekuéine predstavljaju problem. Sve do danas poznate tehnike prijenosa
zasnovane su na selektivnom uklanjanju otapala, pri ¢emu na ulazu u kolonu ostaju samo
otopljene tvari. [1].

3.3. VISEDIMENZIONALNA PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Postoje dva glavna zahtijeva koja definiraju viSedimenzionalno odvajanje [11]. Prvo,
komponente su podvrgnute na dva ili viSe medusobno nezavisna separacijska koraka, drugo,
jednom separirane komponente moraju ostati odvojene dok ne zavrsi proces. GC-GC je
prakti¢na alternativa za povecanje kapaciteta kromatograma. Metodi je potrebno manje
vremena za analiticki postupak nego kod ostalih spojenih metoda, poput LC-GC, stoga se

GC-GC, kao napredna tehnika, primjenjuje za odvajanje smjesa toksic¢nih tvari.

XD
n X HS =
. —m»—EEJ
Pl (¥} ZS
L E I-'?I.'I I':'\I'
II|||][I||II| Detektor
= RI \A/
]
Pretkolona Analiti¢ka kolona
|
Detektor
kontrole

Slika 6. Shematski dijagram instalacije viSedimenzionalne plinske kromatografije. [33].
P1, P2 i AP =tlakovi, Ry i Ry = otpornici, AV = automatski ventil, IV = igli¢asti ventil,

HS = hladena spirala, ZS = zagrijana spirala

Kao $to se vidi na slici 9., GC-GC sustav sastoji se od neovisne dvostruke peci 1 detektora.
T-komad omogucée kvantitativan i reproducibilan prijenos malih, izabranih frakcija eluensa iz
prve u drugu kolonu, a proces se naziva konvencionalan (heart-cutting). Detektori koji sluze
za analizu visedimenzionalne plinske kromatografije su EDC (engl. electron capture detector)

(za analizu organohalogenih spojeva) i MS zbog visoke osjetljivosti i specifi¢nosti.
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Ostrina GC-GC razlucivanja odreduje se prema dimenziji stupca i razlike u moci
razdvajanja izmedu dviju nepokretnih faza. Duge kolone i manji unutarnji promjeri
poboljsavaju razdvajanje. Razlika u selektivnosti izmedu dviju nepokretnih faza moze utjecati
na konac¢no razdvajanje, na primjer, odvajanje ¢e poboljsati povecanje razlike u polarnosti.
Dakle, konvencionalna tehnika mora omoguciti bolju razlu¢ivost za potpuno odvajanje ciljnih
kongenera od ostalih interferencija. Opcenito, prva kratka kolona se koristi za izolaciju
frakcije analita koji je naknadno izdvojen iz interferirajuih komponenata koriste¢i drugu
dugu kolonu. Iako viSedimenzionalna plinska kromatografija u pravilu daje iznimno visoku
razluCivost, moguce je provesti samo manji broj diskretnih heart-cut prijenosa tijekom

pojedine analize. Nazalost, ovime se jako ogranicava kapacitet kromatograma. [12].

3.4. VISEDIMENZIONALNA TEKUCINSKA
KROMATOGRAFIJA

Tehniku definiraju dva razlicita kriterija. [13]. Prvi kriterij je da komponente moraju
biti pomaknute s dvije ili viSe separacijske tehnike koje ukljucuju mehanizam ortogonalne
separacije, a drugi, komponente razdvojene pojedinatnom separacijom ne smiju se
kombinirati u svakoj daljnjoj separaciji. [14].

Spajanje tekucinske kromatografije odnosi se na konvencionalan nacin u kojem se
frakcije iz jedne kolone selektivno prenose u drugu za daljnu separaciju.

U odnosu na konvencionalu kromatografiju, sveobuhvatnu LCXLC karakterizira uvjet
da se cijeli proces provodi on-line. Preneseni volumen mobilne faze iz jedne kolonu u drugu
moze odgovarati grupi pikova, pojedinacnom piku ili frakciji pika tako da razli¢iti dijelovi
uzorka mogu slijediti razlicite staze kroz LCxLC konfiguraciju. Veliki broj ¢imbenika igra
ulogu u razdvajanju LCxLC postupka; mo¢ separacije kromatografske kolone, sastav mobilne
faze, priroda i broj analita te vrsta matrice i interferencije. Postoje tri pristupa 2D-LC: on-line,

stop and go i off-line pristup. [15].

On-line pristup

On-line se sastoji od sekundarne dimenzije koja se provodi u stvarnom vremenu s
primarnom dimenzijom. Ovaj sustav zahtijeva da druga analiza jedne frakcije mora biti
dovrsena tijekom vremena koje je potrebno za prikupljanje frakcije, prijenosa i analize te

vracanje kolone prema primarnim uvjetima analize. To ograniava separaciju druge dimenzije
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kako bi bila dovrSena u kratkom vremenu, rezultiraju¢i do ograni¢ene separacije. Gradijent

druge dimenzije je reda veli¢ine od nekoliko sekundi do dvije minute u on-line sustavu.

Stop and go pristup

Ovaj pristup ukljuCuje pauziranje ili zaustavljanje eluiranja kolone prve dimenzije,
dok se frakcija prenosi i analizira u koloni druge dimenzije i zatim se eluiranje nastavlja u
koloni prve dimenzije. To donekle ublazava ograniceno vrijeme druge dimenzije, no moze

do¢i do prekomjerne duzine vrha pika $to smanjuje u¢inkovitost separacije prve dimenzije.

Off-line pristup

U off-line sustavu eluirana frakcija iz kolone prve dimenzije je prikupljenja i
pohranjena na neodredeno vrijeme, do ubrizgavanja frakcije u kolonu druge dimenzije. Nema
ograni¢enog vremena te ne postoji gornja granica separacije. Prednost off-line sustava je ta da
samo jednodimenzionalna tekuc¢inska kromatografija je potrebna kako bi se izvrSila separacija

2D-LC. [1].

3.5. 2D PLOSNA KROMATOGRAFIJA

Neupitno je da se vecina analitickih problema moze rijesiti ploSnom kromatografijom
TLC (tankoslojna kromatografija) dok za analitiCku primjenu nije prakti¢no primijeniti 2D
TLC. Medutim, 1D ima neadekvatnu sposobnost za rjeSavanje slozenih bioloskih smjesa te za
takve uzorke se primjenjuje visedimenzionalna kromatografija. [16].

Visedimenzionalna kromatografija iskoriStava kombinacije razli¢itth mehanizama
separacije ili sistema; takvi postupci se razvijaju kombinacijom bilo koji razlicitih
mehanizama ili faza (pokretna i/ili nepokretna) te elektroforetskim tehnikama. Tocna
definicija visedimenzionalne kromatografije ima dva uvjeta. Prvo, komponente slozene
smjese koje su podvrgnute na dva ili viSe separacijska koraka u kojima njihovi pomaci ovise o
razli¢itim faktorima. Drugi kriterij, dvije komponente razdvojene uglavnom u pojedinacnom
koraku, ostaju separirane dok se ne zavr§i kompletna separacija. Posljedni uvjet
podrazumijeva da komponente spojene u prvom separacijskom sistemu ne mogu biti spojene
u drugom. Sljede¢i nacdini su najc¢eSée koriSteni za viSedimenzionalnu kromatografiju i

ukljucuju plosnu kromatografiju:

13



o 2D razvoj na istom monosloju stacionarne faza s mobilnim karakteriziran
je s razli¢itom snagom otapala i vrijednoscu selektivnosti

o 2D razvoj na istom dvosloju stacionarne faze karakteriziran je ili s istom
mobilnom ili s mobilnim fazama razli¢itog sastava

o ViSestruki razvoj u jednoj, dvije ili tri dimenzije karakteriziran je s
razli¢itom snagom otapala i vrijednosc¢u selektivnosti

. Spojeni slojevi sa stacionarom fazom padaju¢ih polariteta razvijeni s
mobilnom fazom istog sastava

. Kombinacija od najmanje dva navedena nacina

o Automatsko spajanje dvije kromatografske tehnike u kojoj se PC (plosna
kromatografija) koristi kao druga dimenzija i druga separacijska metoda, a
prva npr. GC, HPLC...

3.6. 2D ELEKTROFOREZA VISOKE REZOLUCIJE

Ukratko, elektroforeza se definira kao putovanje elektricki nabijenih Cestica kroz
otopinu pod djelovanjem elektri¢nog polja. [17].

Metodom elektroforeze u jednoj dimenziji moguce je razluciti 50-60 diskretnih zona.
Pri tome se molekule razdvajaju na temelju ukupnog elektriénog naboja, izoelektri¢ne tocke,
veli¢ine odnosno mase molekule itd. U analizi kompleksnih analita, koji sadrze tisuce
razli¢itih makromolekulskih vrsta, nalazi se veliki broj molekulskih vrsta unutar diskretne
zone. Elektroforezom u drugoj dimenziji, odnosno okomito na smjer razdvajanja u prvom
stupnju, mogu se razdvojiti molekulske vrste. Na taj nacin dobiju se razdvojene molekulske
vrste u dvije dimenzije koja omogucuje identifikaciju i determinaciju velikog broja analita.

2D elektroforeza visoke rezolucije jedina je metoda elektroforeze u dvije dimenzije
koja omogucuje razdvajanje kompleksne smjese proteina. Danas je temeljna metoda u analizi

proteinskih molekulskih vrsta cijelih stanica i tkiva u tzv. proteome analizi. [18].

O'Farell [19] uveo je 1975. godine metodu, razdvojivsi 1100 stanica proteina
Escherichia coli na jednoj separacijskoj plohi.
Izoelektricnim sabiranjem u vertikalnom cilindri¢cnom poliakrilamidnom gelu ucinjeno

je razdvajanje u prvoj dimenziji, a u drugoj na vertikalnoj plo¢i poliakrilamidnog gela.
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Posto je to analiza ukupnih proteina, primijenjena su denaturirajuc¢a sredstva za
otapanje najveceg dijela proteina stanice, u prvoj dimenziji urea i neionski deterdzent, a u
drugoj natrijev dodecilsulfat (SDS) [20]. U otopinu za polimerizaciju, uz poliakrilamidni gel,
dodan je i neionski deterdZent otopina amfolita te je pomocu njih uspostavljen gradijent pH.

Nakon polimerizacije u napravi za vertikalnu elektroforezu s otopinom NaOH u
gornjoj komori za elektrode i otopine H3PO,4, u donjoj komori uspostavljen je, stupnjevitim
povecanjem elektri¢nog napona, gradijent pH. Uz prekid napona, na gornju povrsinu gela
ustrcana je otopina analita i nad nju otopina uree i amfolita. Izoelektricno sabiranje uc¢injeno
je uz iste otopine u komorama za elektrode, ponajprije uz napon od 400 V, a zatim uz 800 V.
Zatim je gel istisnut iz staklene cijevi i uronjen u otopinu pufera koja sadrzi i natrijev

dodecilsulfat.
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Slika 3. Nacelo dvodimenzijske elektroforeze. [17].

U drugom stupnju razdvajanja koriSten je poliakrilamidni gel u obliku ploce s
gradijentom pora. lznad separacijskog gela izliven je sloj gela za nagomilavanje. Stavljanjem
umetka, u gornjoj povrsini gela za nagomilavanje, prije polimerizacije, formiran je kanal u
koji je umetnut valjkasti gel iz prvog stupnja razdvajanja.

Elektroforeza je provedena uz kontrolu struje u drugom stupnju. Rezultat je sustav

tocaka razdvojenih molekula u ploci gela.
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Za identifikaciju 1 detekciju vazna je dobra reprodukcija rasporeda tocaka u
ponovljenom mjerenju. Identifikacija se najces¢e Cini usporedbom prema mapi rasporeda

to¢aka dobivenih razdvajanjem smjesa poznatih molekulskih vrsta uz iste uvjete razdvajanja.
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4.  PRIMJENA VISEDIMENZIONALNE
KROMATOGRAFIJE

Kromatografija je najbolja tehnika za separaciju smjese kompleksa. Uzorci koji se
analiziraju Cesto su slozeni te analitiCar ¢esto mora odabrati kompleksne tehnike analize.
Visedimenzionalne separacije, off-line i on-line, koristene su za analizu slozenih uzoraka.

ViSedimenzionalna kromatografija primjenjuje se u raznim poljima poput ekologije
[21,22], analizi hrane [23,24], industriji nafte i polimera [25], biomedicini, farmaciji, forenzici
[26] i toksikologiji.

4.1. PRIMJENA U ANALIZI OKOLISA

Uzorci okolisa mogu biti jako kompleksni jer je velik broj komponenti polaran, a
postoji i mnogo izomera i kongenera sa sliénim karakteristikama, stoga je teSko takve
komponente odvojiti koriste¢i jednodimenzionalne kromatografske metode. Poznato je da su
glavni ciljevi u veéini analiza, pa tako i analizi okolisa: osjetljivost, selektivnost te
automatiziranost analiza, a viSedimenzionalna kromatografija ostvaruje sva tri cilja:
osjetljivost je pojacana injektiranjem velike koli¢ine volumena u kombinaciji s kompresijom
pika, selektivnost je pojacana ako se za separacije koriste kolone razli¢itih selektivnosti dok
on-line tehnike smanjuju broj ru¢nih operacija u analitickom postupku.

U analitici okoliSa primjeri primjene viSedimenzionalnih kromatografskih tehnika
nalaze se podjednako u kontroli zagadenja [27] kao i kod detekcija komponenti od interesa
[22].

Sto se ti¢e kontrole zagadenja, podjednako je vazno pratiti prioritetna zagadivala [27]
kao i ona koja to nisu. Ponekad selektivnost kolone nije dovoljna. Cesto detekcija masenom
spektrometrijom (MS) moze rijesiti problem pa se za rutinsku analizu primjenjuje GC-MS
[28]. No, MS kao i MS/MS ne mogu uvijek rijesiti problem, stoga je najprikladnija tehnika
visedimenzionalna kromatografija. Cesto je problem u analizi okoliSa niska razina
mikrozagadivala koju treba odrediti pri ¢emu je viSedimenzionalna kromatografija idealna
tehnika [29].

Opcenito, kapilarna plinska kromatografija pruza visoku rezoluciju za vecinu

odredivanja u analizi okolisa [30], a viSedimenzionalna kromatografija se primjenjuje u
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analizi okoliSa za separaciju slozene skupine spojeva [31]. Vazna primjena GC-GC je u
analizi organskih mikrozagadivala [29], polikloriranih dibenzodioksina [32], polikroriranih
dibenzofurana [33] i polikloriranih bifenila [34], koji zbog sli¢nih svojstava imaju

problemati¢nu separaciju.

4.1.1. Analiza toksi¢nih tvari viSedimenzionalnom plinskom kromatografijom

Razlog separacije visedimenzionalne plinske kromatografije moze se objasniti kada
veliki broj pikova u sekundarnoj dimenziji separacije okolisnih zagadivala ukazuje na to da je
razlucivost u jednoj koloni nedovoljna pa dolazi do lazno pozitivnih rezultata. To je osobito
kada se koristi spektrometrijska detekcija za kvantifikaciju.

Za odredivanje polikloroterfenila (PCT) [33] koristeni su detektori ECD i MS.
Odredivanje kompletnog polikloroterfenila jako je teSko pomocu MS. Zbog kemijskih
transformacija, bioloske raspoloZzivosti, metabolizma 1 eliminacije iz organizma, pik uzorka
polikloroterfenila bit ¢e razli¢it od polikloroterfenila [33] u tehni¢kim smjesama. Tesko je
kvantificirati PCT, gotovo nemogucée, zbog nedostatka u komercijalnoj dostupnosti
pojedinacnog PCT-a.

Jedno od najvaznijih ogranienja viSedimenzionalne plinske kromatografije je
Cinjenica da Se snaga separacije moze primijeniti samo na nekoliko dijelova u kromatogramu,
umjesto na cijeli uzorak. Dugotrajan je proces analiziranja komponenti u slozenom uzorku
koristenjem viSedimenzionalnog pristupa. Klju¢ni problem konvencionalnog procesa je
pravilno i precizno mjerenje.

Visedimenzionalna plinska kromatografija nije pogodna za opseZne analize sloZenih
smjesa te je teSko myjeriti male pikove u sloZenim uzorcima. Prisutnost smetnji i pomaci u
zadrzanom vremenu mogu dovesti do neto¢nih rezultata ¢ak i kada se ispitivanja provode u
visoko kvalificiranom laboratoriju.

Posto je viSedimenzionalna plinska kromatografija obecavajuca tehnika u rjeSavanju
kompleksnih toksi¢nih tvari [35] i ostvaruje analitiCku preciznost i to¢nost, moze se reéi da
bilo koja tehnika, koja ostvaruje takav cilj 1 koja se moZe primijeniti na cjelokupni uzorak,
takoder ima vaznu ulogu u pruzanje vrhunske analize, posebice ako je tehnologiju lakse
provesti.

Danas se visedimenzionalna kromatografija rijetko koristi za odredivanje pesticida u
uzorcima okoliSa, iako se sveobuhvatna GCxGC moze primijeniti na odredivanje pesticida u

kompleksnijim uzorcima, kao §to je ljudski serum. [36,37,38]. S druge strane, novi trendovi
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na trziStu pesticida koji se kre¢u prema proizvodnji aktivnih enantiomera, [39] mogu biti novo
podrucje za primjenu sveobuhvatne plinske kromatografije.

GCxGC se takoder koristi za kvantitativhu analizu zagadenih okoli$nih ekstrakata
koriste¢i spektralne tehnike detekcije kao Sto su infracrvena spektroskopija i masena
spektrometrija [40]. Te tehnike daju najbolje rezultate kada se radi o ¢istoj tvari, stoga treba u
kromatografskom procesu izbjegavati preklapanje vrhova. [1].

Visedmenzionalna LC-LC, s dvije kolone visoke razlucivost te mehanizmom
ortogonalne separacije, ima nekoliko primjena u analizi okoliSa. Primjenjuje se za analizu
polarnih komponenti kao $to su izoproturon i bentazon [41] te manje polarnih poput

pentaklorfenola. [42].

LC-GC je jako moc¢na tehnika zbog svoje osjetljivosti i selektivnosti u analizi sloZenih
smjesa te se kao takva primjenjuje u velikoj mjeri za odredivanje komponente u tragovima u
uzorku okolisa. LC omogucuje razdvajanje i koncentraciju komponenata prema vrsti spoja,
dok GC sluzi za analiziranje frakcija. Grob i suradnici te Brinkman grupa [43] proucavali su
primjene LC-GC tehnike u analizi okolisa. Tehnika je uglavnom primijenjena na vodu, zrak
[44] i ekstrakte tla. Jedan primjer je odvajanje i identifikacija alkiliranih, oksigeniranih i

nitriranih policikli¢kih spojeva u zraku. [45].

4.2. PRIMJENA U ANALIZI HRANE

Hrana [23,46] je dobar primjer sloZene prirodne smjese. Analiza tih matrica se moze
provesti tako da se:
e odredi kvalitativni i/ili kvantitativni sastav komponente
¢ kontrolira kvaliteta i autenti¢nosti proizvoda
e otkrije prisutnost primjesa ili oneciS¢enja
Ponekad, jednodimenzionalna separacija nije dovoljna kako bi rijesila komponente.
Problem koji se moze pojaviti je preklapanje pikova i ¢esto je potrebno razdvajanje uzorka.
Separacija tezi cilju smanjenja slozenosti matrice izvornog uzorka, separacijom jednostavnije
frakcije od izvornog uzorka. Frakcija treba sadrzavati istu koli¢inu analita kao cijeli uzorak,
treba biti spremna za analizu i bez interferencija koji bi ometale kromatografsku analizu.
Seperacija se najcesce provodi off-line tehnikom, iako postoji nekoliko nedostataka kao Sto su

duZe vrijeme separacije, mogucnost one¢iS¢enja itd... S druge strane, on-line separacijske
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metode razvijene su tako da imaju smanjeno vrijeme analize naspram klasi¢ne off-line tehnike
kako bi se dobili analiti s minimalnim interferencijama. Nedostatak tehnika je skuplja i
slozenija oprema nego kod jednodimenzionalne kromatografije. [1].

Sveobuhvatna GCxGC kori$tena je za odredivanje aromatskih ugljikovodika u $koljkama
[47] dok su policklicki aromatski ugljikovodici odredivani u jestivim uljima poput

maslinovog i suncokretovog. [48].

4.3. PRIMJENA U INDUSTRIJI POLIMERA | NAFTE

Visedimenzionalna tehnika se takoder primjenjuje u analizi uzoraka polimera. [49,50].
Visedimenzionalna kromatografija primjenjuje se i za analizu industrijskih kemikalija
i srodnih uzoraka. Industrijski uzorci koji se njome analiziraju su katran [51], laki
ugljikovodici [52], trihaloalkani i trihaloalkeni u industrijskim otapalima, ¢ada te razne

industrijske kemikalije prisutne u benzinu i uzorcima ulja. [53,54].

Od svojih pocetaka, kromatografija igra vaznu ulogu u industriji ulja. [53,54].
Slozenost frakcije nafte nije u broju komponenti razli¢itih klasa, ve¢ u totalnom broju
komponenti koje su prisutne. Za razliku od drugih slozenih spojeva u kojima je nekoliko
specificnih komponenta separirano od matrice, u frakciji nafte analiti su komponente same

matrice. [55].

4.4. PRIMJENA U BIOMEDICINI | FARMACIJI

Separacije igraju vaznu ulogu u analizi farmaceutskih i bioloskih uzorka. [56,57].
PoSto su uzorci sloZeni 1 smanjuje se razina koncentracije, potreban je sustav s viskom
ucinkovitoSc¢u 1 osjetljivoS¢u. Uvjet koji je jo§ potreban je smanjeno vrijeme analize jer broj
uzoraka raste, a informacije trebaju biti brzo dostupne. To takoder znaci da treba obratiti
pozornost na postupak uzorka prije lijecenja koji treba biti integriran s korakom analize, po
moguénosti u automatiziranom sustavu. Spajanje kromatografskih sustava prema istom
nacinu ili spajanje kromatografskih sustava prema razli¢itim nacinima pokazali su visok

potencijal u postizanju tih ciljeva. Ti takozvani kromatografski sustav nudi mnoge
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mogucénosti, povecanje selektivnosti i osjetljivosti cjelokupnog analitiCkog sustava, posebice
kada se kombiniraju vise ili manje ortogonalne tehnike.

Glavna tehnika u podruc¢ju farmacije i biomedicine je tekucinska kromatografija [58] i
cesto je jedna od komponenti kada govorimo o spojenom sustavu. Spajanje kolona tekucinske
kromatografije se naSiroko koristi,a LC-GC se primjenjuje u bioanalizi. On-line spajanje krute
faze ekstrakcije s LC ili GC koristi se za odredivanje farmaceutskih i bioloskih tvari. Moze se
dodati da kapilarna elektroforeza [18] ima visok potencijal za separaciju droga, proteina i
peptida. Tehnika koja se ¢e$¢e primjenjuje u polju farmacije i biomedicine je on-line jer nudi
krace vrijeme analize i dobre mogucnosti za automatizaciju. [43].

U biomedicinskoj analizi LC-LC je jedna od najopseznijih i uspjesno koriStenih
tehnika za analizu droga i sli¢nih spojeva u matricama kao $to su plazma [59], urin [60] i

serum. [36,37,38].

4.5. PRIMJENA U FORENZICI | TOKSIKOLOGIJI

U forenzici i toksikologiji, [61] kemijska analiza ukljucuje detekciju i identifikaciju
komponenata koje su pokazatelji bolesti, otrova i mnoge vrste nezakonitih aktivnosti. Cesto se
analiti nalaze u teSkim matricama kao $to su krv, [62] serum [36,37,38], urin [63], tkiva [64],
kosa [65] i komadi¢i razli¢itog materijala. Budué¢i da je mnogo analita za odredeni uzorak,
ekstrakcija 1 kromatografija su tehnike koje se naSiroko koriste u forenzickoj 1 toksikoloskoj
analizi za separaciju analita iz sloZzene matrice. Potrebna je identifikacija s ortogonalnom
tehnikom kao S$to je masena spektrometrija. U klasicnoj kromaografskoj analizi, sloZenost
uzorka i matrice, identifikacija i kvantitativna detekcija zahtijevaju slozenu i opseznu metodu
pripreme uzorka.

Kako bi se smanjile ili eliminirale off-line tehnike pripreme uzorka, primijenjene su
visedimenzionalne tehnike za takve teSke analize. LC-GC primjenjuje se u brojnim
programima za analizu otrovnih spojeva ili metabolita iz bioloske matrice poput tkiva [64] i
masti. Van der Hoff 1 suradnici koristili su tu metodu za odvajanje 1 odredivanje
organoklornih pesticida i poliklorianih bifenila [33] iz matrica masti. [64]. GC-GC koristi se
za analizu slozenih smjesa kao $to su eksplozivni plinovi i za uzorke u kojima je potrebna
posebna selektivnosti, poput prepoznavanja kiralnosti. Podebrad je odredio nekoliko kiralnih

aminokiselina indikativne javorom sirupu za urinarne bolesti. [66].
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Za razliku od analize okoliSa, viSedimenzionalnoj kromatografiji u toksikoloskoj i
forenzickoj analizi nije posveéeno toliko paznje, iako se nude mnoge moguénosti te visok
potencijal. ViSedimenzionalna kromatografija nudi forenziCaru visoku osjetljivost i

razlu¢ivost te krace vrijeme analize. [1].
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5. ZAKLJUCAK

Ovim zavrSnim radom pokusan je dati pregled upotrebe viSedimenzionalnih
kromatografskih metoda u danas iznimno vaznom aspektu ljudskog zivota, a to je okolis.
Tradicionalne kromatografske metode i dalje su iznimno zastupljene u raznim sferama
ljudskog djelovanja i njihov primat vjerojatno nikad nece biti ugrozen. No, nepobitno je da
kompleksni uzorci zahtijevaju znatno kompleksnije pristupe uslijed cega ¢e pojedine analize
biti moguce isklju¢ivo primjenom viSedimenzionalnih kromatografskih metoda. Stoga se
mogu usuditi kazati kako ¢e glavnina iskoraka u kromatografskoj buduénosti biti vezana

upravo uz visedimenzionalnu kromatografiju.
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