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SAZETAK

Kromatografija superkriti¢nim fluidom (SFC) dozivljava novi uspon zbog potreba analize sve
kompleksnijih uzoraka. SFC analiticki sustavi dopustaju koriStenje Sirokog raspona
nepokretnih faza i detektora. Kao pokretna faza najcesce je koriSten CO;. Upravo ta sloboda
izbora detektora i nepokretnih faza ¢ini SFC vrlo pogodnom tehnikom u razvoju
viSedimenzijskih kromatografskih sustava.

Dobro su poznati SFC x GC 1 SFC x HPLC dvodimenzijski sustavi, dok su SFC x SFC sustavi
jo§ u fazi razvoja. Jedna od osnovnih zapreka brzem razvoju dvodimenzijskih kromatografija
upravo je medudimenzijski prijenos analita.

Kako bi se omogucilo dublje i kvalitetnije upoznavanje problematike medudimenzijskog
prijenosa analita, razvijen je novi modul medudimenzijskog prijenosa analita. Glavna odrednica
modula je moguénost neovisnog upravljanja vrijednostima protoka i tlaka pokretne
kromatografske faze. Modul je koriSten za utvrdivanje utjecaja tih vrijednosti na kvalitetu
dvodimenzijske fluidne kromatografije pri superkriti¢nim uvjetima.

Hipoteza o potrebi neovisne kontrole stanja pokretne faze u tijeku prijenosa pokazala se toénom
te su koriStena nova saznanja u razvoju metode za analize stvarnih uzoraka.

Razvijena metoda koristi velik protok uz nizak tlak pokretne faze pri medudimenzijskom
razlucivost u drugoj dimenziji pa tako 1 u cijelom analitickom sustavu.

Razvijena metoda primijenjena je u analizi stvarnih uzoraka pri ¢emu su se potvrdila

poboljsanja u kvaliteti analitiCkog podatka te primjenjivost metode u analizi sloZenih uzorka.

Kljucne rijeci: instrumentacijski modul, kromatografija, superkriticni fluid, CO,,

medudimenzijski prijenos analita



SUMMARY

The supercritical fluid chromatography (SFC) is experiencing a revival due to the need to
analyze samples of groving complexitiy. Such analytical systems allow for the use of a wide
range of stationary phases and detectors, while commonly used mobile phase is CO». The
variety of choice of detectors and stationary phases makes SFC a good basis for the
development of multi-dimensional chromatographic systems.

SFC x GC and SFC x HPLC two-dimensional systems are well known, while SFC x SFC
systems are still under development. One of the main obstacles to the faster development of
two-dimensional chromatography is the analyte transfer between dimensions.

A new module for the inter-dimensional transfer of the analyte was constructed, to allow a
better insight to the problem of inter-dimensional transfer of the analyte. The principal
characteristics of the module is the ability to control the flow values and the pressure values of
the mobile chromatographic phase. The module was used to determine the influence of these
values on the quality of two-dimensional fluid chromatography under supercritical conditions.
The hypothesis of the need for independent control of the mobile phase during the transfer has
proven correct and new approach, in developing the actual sample analysis method, has been
tried.

The developed method uses a high flow rate with a low mobile phase pressure during
interdimensional transfer of analyte leading to compression analites in the second dimension,
thus increasing the resolution in the second dimension and in the entire analytical system.

The developed method was applied in the analysis of actual samples, confirming the
improvements in the quality of the analytical data and the applicability of the method in the

analysis of complex samples.

Keywords: instrumentation module, chromatography, supercritical fluid, CO», interdimensional

analite transfer
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1. UVOD

Metode koristene u kemijskim analizama su, u najboljem slucaju, selektivne, a rijetke
su uistinu specificne. Posljedi¢no, u primjeni analitickih postupaka razdvajanje uzoraka iz
potencijalno interferirajuée matice je vrlo ¢esto nuzan pa i esencijalan korak. Bez sumnje,
kromatografija je najzastupljeniji postupak kojim se ostvaruju razdvajanja u kemijskoj analizi.
Metoda je to koja primjenu nalazi u svim granama znanosti.

Uporaba pokretnih faza u plinovitom i teku¢em agregatnom stanju trenutno dominira u
kromatografiji, no postoje naznake da bi tekucina u superkriticnom stanju ponovo mogla do¢i
u srediSte zanimanja. Povijesni je razvoj kromatografije teku¢inama u superkriticnom stanju
bio pod snaznim utjecajem oprecnih, Cesto sukobljenih, misljenja vodecih znanstvenika u polju
Sto je usporavalo razvoj tehnike.

Uz prevladavajuée oblike kromatografskih sustava u kojima se analiti razdvajaju
jednodimenzijski, razvijaju se 1 sustavi koji koriste mogucénosti razdvajanja tvari koristeci
nepokretne faze razliCitih svojstava — viSedimenzijski sustavi. Ovi su sustavi izvedbeno
zahtjevniji, kako sa stajaliSta dizajna tako i sa stajaliSta odrzavanja. Unato¢ zahtjevnijem
koriStenju sustava, prednosti koje proizlaze iz kvalitetnijeg razdvajanja analita nisu zanemarive
te se stoga razvijaju novi instrumenti koji omogucuju visSedimenzijske analize.

Upravo je cilj ovog rada razviti nacin prijenosa analita izmedu dviju dimenzija sustava
koji kao pokretnu fazu koristi ugljikov(IV) oksid u superkriticnom stanju. Dosad razvijeni
sustavi nemaju aktivnu kontrolu stanja pokretne faze tijekom medudimenzijskog prijenosa.

Prijenos analita izmedu dviju dimenzija u 2D-kromatografiji od iznimne je vaznosti.
Izvedba sustava prijenosa analita 1 njihova primjena Cesto Cine razliku izmedu uporabnog 1
manjkavog sustava analize. Postoje¢i analiticki sustavi nemaju moguénost neovisnog
upravljanja sustavom prijenosa analita medu dimenzijama. Ukoliko bi se takav prijenos mogao
ostvariti, to bi omogucilo poboljSanje kvalitete analize 1 proSirenje iskoristivosti
dvodimenzijskih superkriti¢nih kromatografskih sustava.

Osmisljavanje, izvedba 1 provjera funkcionalnosti sustava neovisnog medudimenzijskog
prijenosa analita potencijalno moze omoguciti razlu€ivanje utjecaja parametara stanja pokretne
faze u sustavu prijenosa analita od utjecaja stanja pokretne faze u pojedinim dimenzijama na
rezultat analize. Ukoliko se dokaze moguénost uistinu neovisne kontrole medudimenzijskog
prijenosa analita, razvoj novih metoda kromatografije fluidom u superkriticnom stanju bio bi

uvelike pojednostavljen.



Brz 1 sveobuhvatan prijenos analita medu dimenzijama trebao bi povecati kapacitet

kromatografskog sustava, kao i mo¢ razlucivanja.

Glavni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Razviti modul za prijenos ispitivanih analita medu dimenzijama.

2. Provjeriti funkcionalnost i primjenjivost razvijenog modula.

3. Utvrditi utjecaj tlaka i1 protoka pokretne faze na kvalitetu analitickog rezultata u
konstruiranom sustavu pomoc¢u modelnih uzoraka.

4. Provesti dijelove procesa validacije kromatografske metode u cilju ispitivanja rada sustava.
5. Analizirati realni uzorak i usporediti dobivene rezultate s rezultatima analize pomocu

postoje¢ih 2D-GC- sustava te 2D-SFC- sustava.



2. OPCI DIO

2.1. Znacaj kromatografije u analitickoj kemiji

Pojam kromatografije danas podrazumijeva skupinu analitickih tehnika koje omogucuju
razdjeljivanje sastojaka smjese izmedu dviju faza od kojih je jedna nepokretna, a druga pokretna
i giba se u odredenom smjeru [1]. Dvije se faze nalaze u dinamickoj ravnotezi s ispitivanom
tvari koju kontinuirano narusava protok pokretne faze, a to omogucuje razdjeljivanje sastojaka
temeljeno na razli¢itom afinitetu prema nepokretnoj, odnosno pokretnoj fazi [2].

Dok je u zacecima kromatografije nepokretna faza bila neka netopljiva tvar, a pokretna
faza voda $to je omogucavalo razdvajanje samo tvari topljivih u vodi, suvremena
kromatografija oslanja se na pokretne faze svih fluidnih agregatnih stanja, od tekuéeg (LC)'
preko plinskog (GC)? do superkriticnog (SFC)? koji je predstavljen kao pokretna faza
1962.godine [3]. lako je LC-u prethodila uporabi plinske, GC prva uvodi instrumentalne
sustave u kromatografsku analizu. Sirenjem i razvojem plinske instrumentalne kromatografije,
kromatografski sustavi poprimaju izgled i dijelove karakteristicne za moderne analiticke
sustave: dobavu pokretne faze, injektor, termostatiraju¢u komoru, nepokretnu fazu punjenu u
metalne cilindre te neki oblik detekcije. Instrumentalni sustavi tekucinske kromatografije poceli
su se razvijati tek sredinom Sezdesetih godina 20. stolje¢a [4] s ciljem analize uzoraka koji zbog
svojih fizikalno-kemijskih karakteristika nisu mogli biti razdvojeni plinskom kromatografijom
te se za njih pocinje rabiti naziv tekucinska kromatografija pod visokim tlakom (engl. high
pressure liquid chromatography, HPLC), kasnije preimenovana u teku¢insku kromatografiju
visoke u¢inkovitosti (takoder HPLC)*,

Kromatografska analiza moze biti provedena na nepokretnoj fazi nanesenoj na podlogu
ili punjenoj u dvostrano otvorene cilindre. U prvom sluc¢aju govorimo o plo$noj kromatografiji
pri kojoj svi analiti provode isto vrijeme u doticaju s pokretnom fazom, a prolaze razlicite
puteve. Pri tome kvalitativni analiti¢ki podatak odgovara prijedenom putu svakog analita
posebno. Ukoliko je pak pokretna faza punjena u cilindar, govorimo o kromatografiji na stupcu
ili kolonskoj kromatografiji (lat. columna — stupac) pri ¢emu svi analiti moraju prijeci isti put,

cijelu duljinu stupca/kolone, a vrijeme potrebno za prolaz specifi¢no je za svaki od analita.

engl. Liquid Chromatography
engl. Gas Chromatography
engl. Supercritical Fluid Chromatography

1
2
3
4 engl. High Performance Liquid Chomatography
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Slika 1. Shematski prikaz kromatografskog sustava superkriticnim CO,

Kvantifikacija se kod ploSne kromatografije provodi najceS¢e izravno vaganjem

analizirane tvari uklonjene s nepokretne faze mehaniCkim postupcima (izrezivanjem ili

struganjem) 1 alternativno spektrofotometrijskim postupcima nakon desorpcije analita ili

denzitometrijskim postupkom pri ¢emu je koli¢ina tvari proporcionalna apsorbiranom

elektromagnetskom zracenju. Kod kolonske kromatografije kvantifikacija je gotovo iskljucivo

neizravna, integracijskog tipa, pri ¢emu je kvantitativni podatak povrSina ispod pika

kromatografske krivulje ili njegova visina. Slika 1. prikazuje elemente kolonskoga

kromatografskog sustava.

Prema mehanizmu raspodjele izmedu pokretne i nepokretne faze razlikuju se sljedece

kromatografske tehnike [5]:

1.

razdjelna kromatografija: naj¢eS¢i mehanizam kod tekucinske kromatografije,
ravnoteza ovisi ponajprije o kemijskom afinitetu tvari prema pokretnoj, odnosno
nepokretnoj fazi.

adsorpcijska kromatografija: ravnoteza se uspostavlja na povrsini nepokretne faze i vodi
se mehanizmima adsorpcije uz izraZzena fizikalna medudjelovanja, primarno u plinskoj
kromatografiji.

kromatografija isklju¢enjem: nema uspostave ravnoteze u kemijskom smislu, ve¢ dolazi
do «filtriranja» molekula kroz nepokretnu fazu koju ¢ine molekularna sita te se
odjeljivanje vrsi zbog razlike u dimenzijama analita.

afinitetna kromatografija: mehanizam ravnoteze je vrlo specifican i selektivan prema
analitu, Cesto temeljen na stereo- ili regio-selektivnosti.

ionsko-izmjenjivacka kromatografija: koristi mehanizme ionske izmjene na

nepokretnoj fazi.



Cilj kromatografskog razdvajanja je dobiti §to izoliraniji i intenzivniji odziv detektora na
prisutnost analita. Razlucivost kromatografskog sustava povezuje se s visinom i brojem
teorijskih odsjedaka u zadanoj duljini kromatografske kolone. Sto je broj teorijskih odsje¢aka
veci, a njihov razmak (visina) manji, to je razdvajanje kvalitetnije. Van Deemterova jednadzba

povezuje visinu teorijskog odsjecka s parametrima koji mogu utjecati na kvalitetu razdvajanja:

H=A+B/v+(Cn+ Cov (1)

Pri tome je:
H — visina teorijskog odsjecka
A — koeficijent korekcije neidealnih putanja pokretne faze
B — koeficijent longitudinalne difuzije Cestica unutar sustava
Cm — koeficijent otpora masenom prijenosu analita prema pokretnoj fazi
Cs — koeficijent otpora masenom prijenosu analita prema nepokretnoj fazi

v — brzina gibanja analita uzduz analitickog sustava.

Odabirom nepokretne i pokretne faze pokuSavamo iz jednadzbe ukloniti vrijednost 4 koja je
posljedica nesavrSenosti u izvedbi nepokretne faze. Ove nesavrSenosti omogucile su razlicite
putanje pokretne faze kroz nepokretnu te time i razli¢ita vremena zadrzavanja analita u sustavu
—posljedica je Sirenje kromatografskih pikova. Koeficijent B je neovisan o vanjskim utjecajima
1 posljedica je prirode pokretne faze. Poprima manje vrijednosti za tekucine, a vece za plinove.
Koeficijenti C 1 Cs ovise o medudjelovanju analita s pokretnom i nepokretnom fazom.
Odabirom faza izravno utje¢emo na njihovu vrijednost.

Kvalitativni podatak odreden je vremenom zadrzavanja, a mozemo ga prikazati i
retencijskm faktorom — Rf". Vrijednost ovog faktora omjer je vremena prolaza analita kroz
kolonu i vremena prolaza ¢iste pokretne faze.

Izbor tehnike i metode kromatografske analize ovisi, u prvom redu, o analitu i uzorku u
kojem se analit nalazi. Plinska kromatografija pogodna je za plinovite uzorke, primjerice smjese
kratkolancanih ugljikovodika ili monomera u polimernoj industriji, kao i za uzorke koji se lako
mogu prevesti u plinovito stanje, primjerice pesticida u pra¢enju zagadenja okolisa [6-8] ili za
uzorke koji se mogu lako i kvantitativno derivatizirati u takve spojeve poput lipida [9]. Uzorci
takoder moraju biti termicki stabilni jer, ukoliko nisu, dolazi do razgradnje uzoraka te

posljedi¢no gubitka dijela ili cijelog analita uz moguca nezeljena medudjelovanja s nastalim

5



razgradnim produktima [10]. Plin kao pokretna faza pokazuje nizak nivo kompetitivnih puteva
te je stoga koeficijent 4 nizak.

Tekucinska kromatografija koristi se kod analiza uzoraka koji nisu lako hlapljivi ili su
pak termolabilni na temperaturama pri kojima se odvijaju GC-analize [5]. Nedostaci tekuc¢inske
kromatografije proizlaze iz fizikalne prirode kondenzirane pokretne faze. Otpor koje Cestice
nepokretne faze pruzaju toku tekucine te njihovo nesavrSeno punjenje stvaraju vise mogucih
puteva prolaza pokretne faze ¢ime se koeficijent A povecava. Utjecaj vrijednosti koeficijenta B
je razmjerno manji u odnosu na GC-analizu $to proizlazi iz prirode kondenzirane faze.

Sustavi tekucinske kromatografije koriste pumpe, filtre, mjesalice, stabilizatore faza,
prigusnice i razne manje zastupljene elemente. Uz potencijalne mehanicke probleme, koji
proizlaze iz slozenijeg sustava, javlja se i problem obrade i uklanjanja kondenzirane pokretne
faze oneciS¢ene analitom, kao i cijene 1 dostupnost same pokretne faze [11]. IskoriStena
pokretna faza moze se reciklirati, no postupak je skup i zahtjevan, dok je cijena utroSene
pokretne faze za isto vrijeme koristenja analitickog sustava 2 do 3 reda veli¢ine ve¢a kod HPLC-
a no kod GC-a [12]. HPLC- i/ili GC-sustavi koriste se u procesnoj industriji za kontinuirano
pracenje procesnih parametara u potpuno automatiziranim sustavima spregnutim s
upravljackim elementima, poput automatskih ventila, plamenika ili hladionika, pri ¢emu je
rezultat kromatografske, najéeS¢e semikvantitativne, analize uputni signal za odradu nekog od
nabrojanih elemenata [13]. U analitickim se pak laboratorijima ¢eS¢e koriste samostojeci
sustavi. Podaci dobiveni laboratorijskim analizama obraduju se te se, nakon potvrde analitiCara,
mogu smatrati rezultatom kemijske analize.

Razvijene su i mnoge standardizirane metode kromatografskih analiza, §to za primjenu
u laboratorijskoj praksi, §to za neprekidnu industrijsku primjenu te nadzorne analize Sirokog
spektra matica uzoraka od prehrambenih artikala, okoliSnih uzoraka preko farmaceutskih
pripravaka do medicinsko-biokemijskih uzorka, a primjenu nalaze i u forenzici [14-16].

Tvari koje se najcesce koriste kao pokretna faza u tekuéinskoj kromatografiji su voda,
kratkolancani alkoholi, acetonitril, uz dodatak modifikatora polarnosti u vidu slabih kiselina ili
in-situ pufera mravlje, octene ili fosfatne kiseline [17, 18], dok se kod plinske kromatografije
najcesce koriste plinovi helij, argon, dusik te vodik [5].

Nepokretne faze razvijane su od jednostavnih soli preko sloZenih silikata do organski
modificiranih silikata, stakala, tankih slojeva, kiralnih sustava [19] i na kraju monolitnih sustava
integriranih u minijaturizirane analiticke uredaje [20]. Cilj razvoja i tehnicke dorade uvijek je

isti: kvalitetnije 1 potpunije razdvajanje smjesa u analitickom postupku.



2.2. Kromatografija fluidom u superkriti¢énim uvjetima

Jos§ od 19. stoljeca poznata su svojstva, kao 1 visoka topljivost, nehlapljivih organskih spojeva
u nepolarnim fluidima. Od sredine 20. stoljeca isto vrijedi i za fluide u superkriticnom stanju.
Primjeri tih tekuc¢ina su: CO2, SO2, H,O, NH3. Prof. Jim Lovelock 1957. godine predlaze
koriStenje upravo tih tvari kao pokretne faze u kromatografiji, a s ciljem razdvajanja puno
polarnijih 1 tezih spojeva no §to je to bilo mogu¢e u GC-u. U stlac¢ivom superkriti¢nom stanju
pokretna se faza ponasa kao otapalo te ulazi u medudjelovanje pomocu razdjelnih mehanizama,
za razliku od plinovitog stanja u kojem se pokretna faza ponaSa kao inertan nositelj te
prevladava adsorpcijska ravnoteza. Na osnovu toga prof. Lovelock predlaze naziv
kromatografija u kriticnim uvjetima®. Ernst Klesper bio je prvi koji je uspio iskoristiti tekuéine
u superkriti¢nom stanju prilikom razdvajanja termolabilnih metalo-porfirina [21]. Koristio je
smjesu CCLF> 1 CHCIF; zagrijanu na 115 °C pri tlaku od 55 - 160 bara na punjenoj koloni
duljine 75 cm, veli¢ine punjenja od 175 do 250 um, prilagodenoj za plinsku kromatografiju.
Ustanovljena je proporcionalna povezanost elucijske mo¢i i tlaka superkriti¢éne pokretne faze.
Ve¢ u ovom pocetnom stadiju razvoja doslo je do razmimoilazenja u imenovanju tehnike pa
Giddings koristi viSe imena: kromatografija turbulentnog toka [22], ultra visokotla¢na plinska
kromatografija [23] kao 1 kromatografija gustim plinom [24], no ovi prijedlozi nisu dovoljno
isticali solvatizirajuéu prirodu pokretne faze. Sie i Rijnders [25] prvi koriste naziv
kromatografija fluidom pri superkriticnim uvjetima, no taj naziv (kojim se i danas najcesce
opisuje ovaj tip kromatografija) podrazumijeva koristenje samo i iskljucivo fluida u
superkriticnom stanju, $to nije potpuno to¢no. Mourier [26] opisuje pokretne faze CO-
modificirane malim koli¢inama polarnog modifikatora u subkriticnim uvjetima. Takve faze
pokazuju visoku gustocu, izrazitu podloznost kompresiji te zadrzavanje razdjelnog mehanizma
razdvajanja, iako su u subkriti¢nim uvjetima.

Giddings 1 suradnici [23] procjenjuju Hildebrandove parametre topljivosti iz kojih se
moze zakljuciti da je polarnost gustog, superkriticnog CO> usporediva s polarnosti izopropilnog
alkohola. Smatralo se da bi promjenama tlaka, odnosno posljedicnim promjenama gustoce
pokretne faze, mogli mijenjati elucijsku mo¢ CO> u rasponu od vrijednosti karakteristi¢nih za
ugljikovodike (dakle normalnofazna otapala) do vrijednosti karakteristicnih za alkohole
(otapala obrnute faze). Da su se ove pretpostavke pokazale to¢nim, SFC bi vjerojatno zauzimao

puno istaknutije mjesto u kromatografiji, no, razvojem HPLC-a i posljedi¢nim proSirenjem
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shvacanja teorijskih postavki instrumentalnih analitickih tehnika, ove su se ideje pokazale
pogresnima. Uz to, viSe grupa znanstvenika istovremeno nailazi na probleme s gubitkom
razlu€ivosti 1 efikasnosti kolona s punjenjem velikim zrnima (do 120 um) kod ve¢ih tlakova
pokretne faze [25, 27, 28]. Jedno od tada prihvacenih objasnjenja usporeduje u¢inak smanjenja
gustoce superkritine pokretne faze u SFC-u s gradijentnim padom temperature kod GC-a pri
¢emu dolazi do pada efikasnosti kolone. Predstavljeno je nekoliko hipoteza koje su pokusale
objasniti ovu pojavu [26, 29]. Bitan ¢imbenik su tadasnja ogranicenja u tehnickoj izvedbi
sustava poput najvece moguce veli¢ine Cestice nepokretne faze (5 pum) ili gornje granice
ostvarivog broja teorijskih odsjecaka od priblizno 20000. Daljnim razvojem tehnike u ranim
devedesetim godinama 20. stoljec¢a uvidjela su se tehnicka ogranic¢enja ranih SFC-sustava.
Problem loSe razlucivosti povezivan s gustocom ili tlakom pokretne faze kona¢no se povezao s
parametrima stanja u sustava. Analize su se Cesto provodile u rubnim uvjetima superkriti¢nosti.
Zbog nesavrsenosti u sustavima, protok i gusto¢a pokretne faze u raznim dijelovima kolone
nisu bili konstantni [30]. Uzrok lezi u nafinu vodenja i odrzavanja tlaka pokretne faze.
Nepromijenjive redukcije toka koristene su kako bi se smanjio protok, a tlak se pratio samo na
ulazu kolone. Upravljanje sustavom putem povratne sprege izmedu tlaka pokretne faze na
izlazu kolone i sustava dobave nije bilo moguce pa korisnik nije mogao znati u kakvom je stanju
pokretna faza.

Dodatna prepreka Siroj uporabi SFC-a bila je i nereverzno medudjelovanje polarnih
analita 1 nepokretne faze. Kromatogrami dobiveni analizama uzoraka s visokim udjelom
polarnih tvari bili su neprihvatljivi, vrlo niskog omjera visine 1 Sirine kromatografskog pika.
Problem se ponavljao i pri viSim koncentracijama dodanih modifikatora. Uzrokom su smatrane
otvorene, aktivne skupine na silikatnoj nepokretnoj fazi, §to se pokusSalo rijesiti koriStenjem
nepolarnih modifikatora nepokretne faze te dodatkom zatvarajuc¢ih tvari u sastav nepokretne
faze. UnatoC tim izmjenama, vrijeme zadrZzavanja analita bilo je vrlo kratko, a izgled
kromatografske krivulje nedovoljno dobar. Problem je rjeSen dodatkom vrlo malih koli¢ina
izrazito polarnih tvari (jakih kiselina ili baza) u tok pokretne faze. Analiticki rezultati dobiveni
koristenjem ovako modificiranih pokretnih faza puno su kvalitetetniji 1 potpuniji [31, 32].
Danas su upravo polarni i organski modifikatori dodatak koji omogucuje primjenu SFC-a u
podrucjima analize, od obrnutofaznog i normalnofaznog HPLC-a preko nekih primjena u

ionskoj kromatografiji pa sve do HILIC®-a [33].

¢ engl. Hydrophilic interaction chromatography



Velika prednost SFC-sustava je funkcionalnost u kombinaciji s vrlo Sirokim rasponom
detektora, od plameno-ionizacijskog, detektora zahvata elektrona preko UV/VIS-
spektrofotometara i serijskih refraktometara do spektrometara masa pa i pokuSaja povezivanja
sa sustavima nuklearne magnetne rezonancije [34].

SFC je, unato¢ problemima u razvoju i1 nemogucénosti koriStenja kapilarnih kolona,
pronasao svoje mjesto u kemijskom procesima tijekom devedesetih godina 20. stolje¢a kada su
razvijene metode analitickog i1 preparativnog koriStenja SFC-sustava tijekom razdvajanja
kiralnih analita u raznim uzorcima, primarno uzorcima farmaceutskih pripravaka. Rezultati tih
analiza bili su mnogo bolji no oni dobiveni koriStenjem HPLC-sustava, pretpostavlja se zbog
manjeg utjecaja medudjelovanja pokretna faza-analit [35].Tvar najceSce koriStena kao pokretna

faza u SFC-u je ugljikov(IV) oksid [36].

2.3. Ugljikov(I1V) oksid pri superkriti¢nim uvjetima

2.3.1. Fizikalno-kemijske karakteristike CO2 u superkriticnim uvjetima

Termodinamicko stanje tvari definira se vrijednostima volumena, temperature i tlaka.
Dijagram prikazan na Slici 2. je dvodimenzijski prikaz p, V, T dijagrama ugljikova(IV) oksida —
fazni dijagram, krivulje definiraju fazne prijelaze. Tocka C na krivulji isparavanja naziva se
kriticna tocka 1 pridruzene su joj vrijednosti kriti¢ne temperature (7¢), tlaka (pc) 1 gustoce (pc).
Ukoliko vrijednosti temperature i tlaka u sustavu prijedu kriticne vrijednosti, ulazimo u fazni

prostor koji je svojim znacajkama izmedu plinovitog i1 tekuc¢eg — superkriti¢no stanje.
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Kromatografske analize superkriticnim fluidom najces¢e se provode izobarno i izotermno.

Slika 2. Fazni dijagram (p/T) za CO»

Slika 2. prikazuje fazni dijagram p/p CO». Vrijednosti temperature i tlaka, najzastupljenije pri

SFC- ekstrakcijama i kromatografijama, osjenc¢ane su sivom. U tom rasponu vidljiva je gotovo

linearna ovisnost gustoce i tlaka pri izotermnim uvjetima na ¢emu se temelji kontrola elucijske

moci fluida promjenom tlaka.
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Slika 3. Fazni dijagram (p/p) za CO,
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U Tablici 1. navedeni su rasponi vrijednosti gustoce, viskoznosti i koeficijenta difuzije za plin,
tekucinu 1 superkritiéni fluid (SF). Vrijednosti gustoce superkriti¢nog fluida usporedive su s

gusto¢om tekucina, dok je viskoznost usporediva s plinovima.

Tablica 1. Vrijednosti gustoce, viskoznosti i koeficijenta difuzije plina, tekucine i superkriticnog fluida

Faza Gustoca, Viskoznost, D (koeficijent autodifuzije),
gcm? Pas m’s’!
Plinovita 0,6-2)- 107 (1-3)-10° (1-4)-10°
Superkriti¢na 0,2-0,9 (1-9)-10°7 (1-5)-10
Tekuca 0.6—1,6 0.2-3) 10 02-3)-10°

Makroskopski superkriti¢ni CO; je mlije¢no bijela tvar koja zauzima cCitav slobodan prostor na
raspolaganju, Sto je prikazano na Slici 4A. Proces dekompresije izrazito je endoterman uz

gubitak superkriti¢nosti, vidljivo na Slici 4B.

Slika 4. Superkriti¢ni CO, u pred ekstrakcijskoj komori - A, pri dekompresiji - B

2.3.1.1. Gustoca i stla¢ivost SF-a COz

Pri vrijednostima tlaka i temperature bliskim kriticnim vrijednostima, superkriticni

fluidi postaju izrazito stlacivi. Mala povecanja tlaka dovode do velikih povecanja gustoce.
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Stlacivost je priblizno 500 puta veca u usporedbi s tekuc¢inama. Kako gustoca pokretne faze
izravno utjece na elucijsku mo¢, promjenom se izravno utjece na vrijeme zadrzavanja analita u
kromatografskom sustavu.

Giddings 1 sur. [23] stavljaju u odnos promjenu polarnosti superkriticnog CO> s

gustocom:

§=125p. 2, )

P
gdje je pc vrijednost kriti¢nog tlaka izraZzena u atm, a p 1 p1 su vrijednosti gustoce SF-a i tekucine.
Kada gustoca SF-a raste, koeficijent difuzije Dm se smanjuje. Razmatranjem kineticke
komponente razdjeljenja smanjenjem difuzije pokretne faze smanjuje se efikasnost kolone te je

pozeljno ograniciti gustocu CO; koliko je to moguce.
2.3.1.2. Viskoznost SF-a CO2

Gradijent pada tlaka u kromatografskoj koloni izravno je proporcionalan viskoznosti,
odnosno koeficijentu difuzije fluida. Manja viskoznost superkriticnih fluida omogucuje
koristenje duljih kromatografskih kolona u odnosu na HPLC. Viskoznost raste porastom tlaka,

no porast je manje izrazen u usporedbi s porastom gustoce.

2.3.1.3. Utjecaj temperature na SF CO2

Pri konstantnoj gusto¢i pokretne faze vrijeme zadrzavanja analita u koloni smanjuje se
povecanjem temperature. Smanjenje ovisi o hlapljivosti samog analita otopljenog u pokretnoj
fazi. Pri stalnom tlaku utjecaj temperature ovisi o dva medusobno neovisna ¢imbenika, tj. dva
medudjelovanja koja su specifi¢na za svaku pojedinu analizu. Prvi je gusto¢a pokretne faze koja
porastom temperature pada pa time pada i topljivost analita. Drugi ¢imbenik je hlapljivost
analita koji nuzno raste porastom temperature $to uzrokuje rast afiniteta analita prema pokretnoj
fazi. Posljedica ovih medudjelovanja je nemogucnost teorijskog odredenja optimalnih uvjeta

analize.

2.3.1.4. Koeficijent difuzije SF-a COz i razdjeljenja analita

Koeficijent difuzije opisuje difuzijsko kretanje molekula fluida unutar samog fluida. Za
CO> vrijednosti su izmedu vrijednosti karakteristi¢nih za plin i1 teku¢inu i smanjuju se s

porastom tlaka.
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Koeficijent difuzije definira procese prijenosa analita izmedu nepokretne i pokretne faze.

f(df,,df,u)u
DM

M

3)

Cwm— prijenos mase unutar pokretne faze
u — protok pokretne faze

dp — promjer Cestica nepokretne faze

d. — promjer kolone

Dwm — koeficijent difuzije unutar pokretne faze

Kod superkriti¢nog fluida vrijednost Dwm veca je nego kod tekucina. Vrijednost Dm obrnuto je
proporcionalna gusto¢i pokretne faze Sto objasnjava vece vrijednosti optimalnog protoka
pokretne faze kod SFC-a te manji porast visine teorijskog odsjecka kod povecanih vrijednosti
u. Porast visine odsjecka povezan je sa smanjenjem ukupne vrijednosti koeficijenata Cmi Cs u

Van Deemterovoj jednadzbi.

2.3.1.5. Uporaba SF-a COz

Ugljikov(IV) oksid jednostavno je dobavljiv plin, u Cisto¢i od 99,999%, [37] te se u
analitickoj kemiji, ali i u industrijskim primjenama, vrlo uspjesno koristi kao ekstrakcijsko
sredstvo kada se nalazi iznad kriti¢ne tocke. Iako 1 ostali superkriti¢ni fluidi pokazuju svojstva
dobrih otapala, CO» je posebice zanimljiv jer pokazuje zelena svojstva: nije zapaljiv, ograni¢ene
je reaktivnosti, relativno je netoksican, a vrijednost maksimalno dozvoljene koncentracije
(MDK) u iznosu od 5000 mg/L za osmosatnu izlozenost ¢ine ga daleko boljim u usporedbi s
acetonom (750 mg/L), pentanom i hlapljivim lakim alkanima (600 mg/L) te kloriranim
ugljikovodicima (0,5 do 10 mg/L) [38].

Vrijednosti temperature 1 tlaka kriti¢ne tocke CO» niske su te se relativno lako mogu
ostvariti uvode¢i COz u dostupnu aparaturu. CO2 se u superkriticnom stanju dobro mijesa s
raznim organskim modifikatorima, prije svega alkoholima, Sto poboljSava ekstrakcijsku i
elucijsku mo¢ prema raznim analitima i time postaje dodatno zanimljiv kao ekstrakcijsko
sredstvo.

U drugoj polovici 20. stolje¢a CO> u superkriti¢nim uvjetima istisnuo je iz uporabe
klasi¢na organska otapala poput ugljikovodika i njihovih halogeniranih derivata gdje god je to

moguce. Neka od podrucja primjene su:
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- ekstrakcija kofeina iz ¢aja 1 kave [38]

- ekstrakcija etericnih ulja [39]

- ekstrakcija aroma iz prirodnih izvora [40]

- ekstrakcija masti iz prehrambenih proizvoda [41]

- odrzavanje elektroni¢kih komponenti ekstrakcijom lubrifikanata [42].

Ekstrakcija kofeina jedna je od prvih uporaba CO> u superkriticnim uvjetima. Primjer

takvog uredaja prikazan je na Slici 5. Zelena zrna kave izloze se toku superkriticnog CO2 koji
zbog visoke penetrabilnosti molekula u superkriticnom stanju (ponasanje sli¢no plinu) prolazi
kroz strukturu zrna kave. Kako je ponaSanje superkritiénog CO: kao razdjelno-ekstrakcijskog
sredstva sli¢no teku¢inama, dolazi do izdvajanja kofeina uz iskoristivost procesa od 97% do 99%
ovisno o vrsti kave 1 stupnju zrelosti samog ploda. Ovako izdvojen kofein, u drugom koraku
tehnoloskog procesa pri kojem se ekstrakt ispire vodom, prelazi iz superkriticne faze u tekucu
te se moze iskoristi u druge svrhe. Uz kofein, iz biljnih matica uzoraka ovim se putem izdvajaju
1 ostale aromatske tvari [42] pa tako Chen i sur. navode razlike u sastavu melanoidina u zrnima
kave obradenim przenjem ili ekstrakcijama vodom 1 superkriticnim CO», uz osvrt na
kvalitativne 1 kvantitativne promjene u sastavu bioaktivnih tvari.
Podrucje usmjerene ekstrakcije eteri¢nih ulja iz raznih biljnih matica te karakterizacija sastava
ekstrakta drugo je veliko podrucje primjene CO> u superkriticnom stanju. Fornari i sur. [43]
prikazuju rezultate obimnog istrazivanja usporedujuci koli¢inu 1 sastav ekstrakata vise od 25
biljnih vrsta s postoje¢im literaturnim izvorima. Male izmjene vrijednosti tlaka i temperature u
podrucju neposredno iznad kritine to¢ke imaju velik utjecaj na kvalitativni sastav ekstrakta i
na kvantitativnu zastupljenost pojedinih komponenti.

Kako se CO; u superkriticnim uvjetima pokazao kao dobro ekstrakcijsko sredstvo za
kofein 1 arome, Imanishi 1 sur. [44] odreduju topljivost sastojaka ribljeg ulja u CO> pri
temperaturama od 313 K do 353 K, u rasponu tlakova od 20 do 35 MPa. Utvrdena je
proporcionalnost topljivosti sastojaka ribljeg ulja i porasta tlaka CO>, dok je pri stalnom tlaku
porast temperature u nizem temperaturnom rasponu dovodio do smanjenja topljivosti, a
nastavak porasta temperature do povecanja vrijednosti njihove topljivosti. Takoder, Catchpole
1 sur. [45] dokazuju pozitivan ucinak polarnih modifikatora (etanola u ovom slucaju) na
ekstrakcijsku mo¢ CO> i u ovim maticama. Esequiel i sur. [46] iznose zakljucke koji otvaraju
mogucénost primjene superkriticnog CO> u ekstrakciji visestruko nezasi¢enih omega-3 masnih
kiselina, onih slobodnih i u sastavu triglicerida, iz ribljeg ulja uz iskoristenje od 95%. U ribljem

ulju, kao 1 u ostalim maticama ¢iju osnovu ¢ine esteri masnih kiselina, promjenama vrijednosti

14



tlaka 1 temperature superkriticnog ekstrakcijskog sredstva mijenja se sastav ekstrakta. Izradene
su zbirke fizikalnih vrijednosti CO2 u superkriticnim uvjetima pri kojima je ekstrakcijsko
iskoriStenje najvece [47] [48, 49] 1 za vecinski zastupljene sastojke ulja, i za mikronutrijente (a-
tokoferol, p-karoten, stigmasterol, skvalen).

Uz poznate prednosti superkriticnog CO», jednostavnost izdvajanja ekstrahiranih tvari
iz otapala nakon ekstrakcije dodatno izdvaja ovu tehniku prilikom usporedbi s klasi¢nim
nacinima ekstrakcije. Izlaskom iz podrucja superkriticnih vrijednosti tlaka za CO: i prelaskom
u podrucje plinovite faze, dolazi do naglog pada topljivosti ekstrahiranih tvari te izlu¢ivanja iz
toka ekstrakcijskog sredstva — shematski prikazan na Slici 5. Ukoliko je potrebno ovaj se ucinak

moze pojacati snizenjem temperature.
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Slika 5. Shematski prikaz sustava za ekstrakciju superkriticnim CO»

Fizikalno-kemijska svojstva superkriticnog CO> koriste se u pripremi i obradi povrSina,
posebice u preciznoj mehanici, optici i elektronici. UspjeSno se primjenjuje pri uklanjanju
hidrotransmisijskih tekucina, silikonskih ulja, mineralnih lubrikanata i bioloskih masnoc¢a ispod
granice prihvatljive u preciznoj obradi (10 pg/cm?). Prednosti superkritiénog CO2, u usporedbi
s klasi¢nim organskim otapalima, pokazuju se i u ovoj primjeni: nema potrebe za skladiStenjem
opasnih tvari, a recikliranje iskoriStenog otapala je relativno lako smanjenjem tlaka uz prolaz

kroz celulozne ili silikatne filtre. Jednom procis¢en CO; jednostavno se ponovo koristi.

2.3.1 Ugljikov(IV) oksid - pokretna kromatografska faza

Svojstva CO» u superkriticnom stanju, predstavljena u postupcima ekstrakcije, ¢ine tu

tvar potencijalno mo¢nom pokretnom fazom u sustavima kromatografske analize. Spomenuta
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istrazivanja Lovelocka i sur.[3, 21], Klespera 1 sur., Caudea i sur [26, 30]. otvorila su put Siroj
primjeni SFC kromatografije.

Razvoj kromatografskih sustava ove vrste zapoCeo je u Sezdesetim godinama 20.
stolje¢a primjenom nemodificiranog toka CO; kao pokretne faze, dok su nepokretnu fazu Cinile
punjene kolone. Punjenje je bilo polarno, naj¢esce silikatno. Kvaliteta analitickog rezultata bila
je usporediva s tadasnjom tekuéinskom kromatografijom [27]. No, unato¢ prednostima
koriStenja CO2 u superkriticnom stanju kao pokretne faze, put razvoja nije bio lak ni brz. Uz
primjenu novih nepokretnih faza, ponajprije organski modificiranih silikata koji su i danas
najrasireniji u primjeni prilikom analize u obrnutoj fazi, 1981. godine prvi puta je u SFC-u
opisana uporaba kapilarnih kolona od taljene silike [50]. One koriste jednostavan sustav dobave
pokretne faze pomocu stapne pumpe koja im omogucava jednostavnu i brzu promjenu tlaka
superkriticnog CO» te topljivost analita u pokretnoj fazi. Kromatografske metode pocele su se
oslanjati na promjenu tlaka pri regulaciji elucijske moc¢i te na moguénost KkoriStenja
univerzalnog 1 jeftinog plameno-ionizacijskog detektora u analizi raznih uzorka. Naizgled se
¢inilo da su problemi koristenja SFC-a i1 punjenih kolona rjeSeni na ovaj nacin. Jednostavnost
ove tehnike bila je toliko privlacna da su tijekom osamdesetih godina punjene kolone gotovo
potpuno istisnute iz uporabe. Manja koli¢ina pokretne faze i samog uzorka, 1 lak§a moguénost
kontrole tlaka u kapilarnoj koloni u odnosu na punjenu kolonu doveli su do zagusenja trziSta
SFC-materijala kapilarnim kolonama i sustavima za njihovo koristenje. Sest od sedam tvrtki
koje su proizvodile SFC-sustave okrenule su se isklju¢ivo kapilarnim kolonama. No, kada su
1990. godine [31, 51] napokon prikazani rezultati detaljnih mjerenja gustoée smjesa
metanol/COz, dokazali su kako pri konstantnoj gusto¢i modifikatori znatno utjecu na elucijsku
mo¢ pokretne faze. Nakon toga slijede rezultati istrazivanja [52] koji ruSe do tada prihvac¢ena
Giddingsova stajaliSta o polarnosti superkriticnog CO». Polarnost superkriticnog CO-
usporediva je s polarnoS¢u heksana, a nikako polarnih pokretnih faza. Ova otkri¢a snazno utjecu
narazvoj i primjenu superkriticnog CO2 u analizi malih polarnih molekula gdje se modifikatore
prihvaca i Siroko rabi kao osnovni ¢imbenik u prilagodbi elucijske moci. Giddinsova stajaliSta
nisu u potpunosti odbacena te se koriste 1 danas pri procjenama stanja pokretne faze kod analize
nepolarnih spojeva.

Hipoteza o gubitku efikasnosti nepokretne faze i ograni¢enoj ukupnoj efikasnosti
sustava zbog velikog pada tlaka duz kromatografske kolone takoder je opovrgnuta ranih
devedesetih godina 20. stolje¢a [53] kada je prikazan uspjeSan serijski spoj kolona s 220 tisu¢a

teorijskih odsjecaka pri tlaku od 300 bara.
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Shvacanje je uloge modifikatora u eluiranju polarnih molekula raslo pa su uspjesno
analizirane matice polarnih spojeva poput primarnih amina [60,62]. Upravljanje tlakom postaje
mehanizam upravljanja drugog reda, a primjena kapilarnih kolona u SFC-u se gotovo potpuno
gasi.Iz danaSnje perspektive, povezanost instrumentalnog sustava i njegova pouzdanost usko se
povezuje s SFC-analizama. Razvoj, medutim, ni ovdje nije tekao glatko. Do ranih osamdesetih
godina 20. stoljeca sva dostupna instrumentacija bila je izradena u laboratorijima, koristeci
dijelove sustava drugih tehnika. Prvi komercijalno dostupan sustav, koji je omogucavao
ponovljive analize SFC-om, bio je nadogradeni HP Model 1084 HPLC-sustava proizvodaca
Helvett-Packard. Najznacajnija preinaka bilo je uvodenje mehanickog regulatora tlaka te
mogucnost pracenja pada tlaka kroz kolonu i neautomatizirane kontrole toka. Vrijeme
zadrZavanja 1 modificiranje kemijskih parametara ovisilo je isklju¢ivo o sastavu pokretne faze.
Proizvoda¢ JASCO 1985. godine predstavlja objedinjeni sustav ekstrakcije i kromatografije u
superkriti¢noj fazi. U ovom sustavu prvi puta je uvedena elektronicka kontrola tlaka fluida na
izlazu kolone, no jo$ uvijek nema govora o automatiziranoj povratnoj sprezi kontrole tlaka —
pumpi. Helwett Pacard 1992. godine predstavlja model kromatografskog sustava s povratnom
kontrolom pada tlaka i kompenzacijom stlacivosti pokretne faze. Takav sustav omogucavao je
puno tocnije 1 ponavljajuce postavke protoka i1 sastava pokretne faze. U istom vremenu
pojavljuju se prvi sustavi s Peltierovim hladenjem glava pumpi. Elektronska regulacija pada
tlaka 1 hladenje glava pumpi danas su standard u SFC-kromatografskim sustavima. Tehnicki
usavrSeniji 1 uskladeniji SFC-sustavi olakSali su razvoj robusnijih metoda analize s vise
mogucnosti podeSavanja stanja pokretne faze. Komercijalni sustavi opremaju se nizom
detektora, od univerzalnog plameno-ionizacijskog detektora (FID)’, UV/VIS-a i detektora s
nizom dioda (DAD)? preko detektora zahvata elektrona (ECD)’ i dusik-fosfor termoionskog
detektora (NPD)!? pa sve do detekcije spektrometrima masa (MS) [54]. CO2 u superkriti¢noj
fazi pokazao se kao vrlo pogodna pokretna faza pri detekciji MS-sustavima. Ostvareni su
uspjesni vezani sustavi uz uporabu kemijske ionizacije pri atmosferskom tlaku (APCI)!! ili
ionizacije elektrorasprienjem (ESI)!? uz kvadripolni analizator s vremenom preleta (QTOF)!?
[55]. Spojne linije kromatograf — MS razvijale su se 1 pojednostavljivale pa postoje inacice s

odgovaraju¢om visokolegiranom celi¢nom cijevi.

" engl. Flame Ionisation Detector

8 engl. Diode Array Detector

% engl. Electron Capture Detector

10 engl. Nitrogen—Phosphorus Detector

" engl. Atmospheric Pressure Chemical Ionization
12 engl. Electrospray lonization

13 engl. Quadrupole Time of Flight
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Posljednji veliki iskorak u razvoju kromatografije superkriticnim CO> zapoceo je 2009.
godine predstavljanjem Aurora SFC-sustava za pretvorbu. Ovaj sustav pretvara Agilent HPLC-
model 1200 ili model 1100 u SFC u mo¢no orude uskladivo s HPLC- i SFC-analitickim
sustavima. SFC-modul je ovim rjeSenjem uveden u klasi¢ni HPLC-sustav [56]. Rad modula na
usisnoj strani HPLC-pumpe dovodi do pred-stlacivanja pokretne faze do vrijednosti
usporedivih s vrijednostima tlaka na ulazu u kromatografsku kolonu. Kako je tlak pokretne faze
ve¢ na ulaznoj strani dobavne pumpe sumjerljiv tlaku na tlacnoj strani dobavne pumpe, jedina
zadaca dobavne pumpe je odrzavanje i1 kontrola protoka ve¢ stlaCene pokretne faze.
Uklanjanjem istomjesnog stlacivanja i odrzavanja protoka pokretne faze, uklonio se uzrok Suma
bazne linije prisutan kod spektrofotometrijskih detektora. Spajanjem aktivnog uklanjanja
uzroka Suma s osjetljivim regulatorima izlaznog tlaka pokretne faze, omogucilo se iznimno
snizenje praga osjetljivosti detektora do cak 50 puta u odnosu na prethodne generacije SFC-
uredaja. Sustav predstavljen od strane proizvodaca Waters Inc. slican uc¢inak kompenzacije
Suma te stabilizacije stanja pokretne faze postize na neSto drugaciji nacin. Koristi se
dvocilindri¢na pumpa s nezavisno pogonjenim klipovima. Dva klipa pune zajednicki, izolirani
prostor u glavi dobavne pumpe. Dok jedan klip vrsi kompresiju u svom cilindarskom prostoru,
drugi obavlja dobavu stlaCenog CO; u kromatografski sustav te se taktovi dvaju cilindara
izmjenjuju. Kako su takt stlac¢ivanja i dobave i u ovom sluc¢aju medusobno razdvojeni, uklonjen
je izvor Suma uzrokovan pripravom superkriti¢nog CO; u istom taktu s njenom dobavom.

Razvoj novih sustava SFC-analize pomocu CO; od strane renomiranih proizvodaca jos
je jedan u nizu pokazatelja uzlaznog trenda primjene ove analiticke tehnike. Izrazito smanjenje
Suma te stabilizacija toka superkriticnog CO2 po prvi puta otvara SFC-metodama podrucje
kvantifikacije analita u tragovima. Ve¢ su predstavljene metode [57] koje omoguéuju razmjernu
kvantifikaciju analita ¢ija je vrijednost povrSine kromatografskog pika 0,1% povrSine
najzastupljenije tvari uz omjer signal/Sum veci od 10.

Od najranijih se pocetaka SFC-analiza, uz COy,primjenjuje na velik broj razlicitih
matica poput:

- farmaceutskih pripravaka

- uzoraka iz okoliSa: bioloskih i nebioloSkih
- prehrambenih proizvoda

- povrsinski aktivnih tvari (surfaktanti)

- pesticida i herbicida

- polimera i aditiva u polimernim maticama

- fosilnih goriva
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- eksploziva i potisnih sredstava

U razdoblju usporenog razvoja tehnike usko podrucje SFC-a modificiranim superkriticnim CO»
bila je enantiomerna kromatografija lakih farmaceutika. Prvi puta kiralnu nepokretnu fazu
koriste Mourier i sur. [26] 1985. godine pri razdvajanju supstituiranih fosfina Sto potice interes
za stereo selektivnu kromatografiju fluidom u superkriticnoj fazi. Prvi puta kiralni modifikatori
dodani su u pokretnu fazu 1988. godine [58]. Pri razvoju metoda koriste se kiralne nepokretne
faze s nemodificiranim COz, kiralni dodatci s akiralnim nepokretnim fazama kao i sustavi u
kojima su obje faze kiralne.

Izrazita selektivnost i kraée vrijeme analize ostvareno ovim pristupom koristi se u
farmaceutskoj industriji, ali 1 u drugim podru¢jima ukoliko je potrebna visoka protoc¢nost

metode.
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Slika 6. Analiza enantiomera metoprolola pomoc¢u LC-a i SFC-a na kiralnoj nepokretnoj fazi [58]
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Usporedni prikaz dvaju kromatograma analize metoprolola, prikazan na Slici 6., primjer je
prednosti koriStenja superkritiéne pokretne faze. Vrijeme analize skraceno je na treinu u
usporedbi s HPLC-analizom uz Cetiri puta veci protok pokretne faze,a pik metropolola je unutar

elipse.

Dodatak polarnog organskog modifikatora ve¢ u malim koli¢inama znatno poboljSava

kvalitetu kromatografske analize (Slika 7.).

\
'\ Jﬁ bez modifikatora
1
|t I‘u
"
0 2 4 6 8 10 12 14 min
B ‘
| '\ 1 mM NH,OAc
|
l |l
1 [1
|‘ \
) [A'AN R
b 2 4 6 8 1'0 1'2 1'4 min
o
| ﬂ 0,5% IPA
i
|||1
. JA'AN
0 2 4 6 8 10 12 14 min

Slika 7. Analiza enantiomera orfenadrina™ na kiralnoj nepokretnoj fazi bez modifikatora (A), uz
dodatak amonijeva acetata koncentracije 1mmol/L (B) i 0,5% izopropilamina (C). Uocava se izrazito poboljSanje

efikasnosti razdvajanja kao i simetri¢nosti kromatografskog pika [59]

Mehanizmi koji bi objasnili ovakvu razliku medu tehnikama nisu jednoznacno
objasnjeni. PredloZene hipoteze podrazumijevaju stvaranje kompleksa izmedu amina i COz u
superkriticnom stanju [60]. Stvaranje nestabilnih kompleksa moglo bi objasniti razlike u
smanjenom afinitetu kiralnih nepokretnih faza prema analitima kod SFC-a, za Sto postoje i
dokazi dobiveni spektroskopskim metodama [61]. Fischer i sur. [62] pokusali su nizom reakcija

amino supstituiranih organskih spojeva s CO> pri superkriticnim uvjetima sintetizirati
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prijelazne kompleksne spojeve s ciljem pojaSnjenja stanja koja vladaju u kromatografskom
sustavu. Dokazano je stvaranje karbaminskih kiselina u reakcijama CO; sa sekundarnim
aminima ukoliko supstituenti na amino skupini nisu stericki zaklanjaju¢i. Vidno smanjenje
afiniteta prema ovoj reakciji prisutno je ve¢ ukoliko je supstituent 2-propil skupina. Ovi su
podaci u skladu s predvidanjima o izrazenoj prostornoj osjetljivosti pri reakcijama koju
pokazuje CO2 u superkriticnom stanju.

Desmet 1 suradnici [63] opisuju enantioselektivna razdvajanja termolabilnih spojeva
nastalih ozra¢ivanjem UV-zrakama 4-fenoksibut-1-ena. NaZzalost, pokuSana GC-analiza
produkata nije dala rezultata zbog termickog raspada nastalih produkata. Oswald i sur. [64]
koriste CO2 SFC pri odredivanju odnosa enantiomera nekolicine farmaceutika iz porodice 3-
hidroksi-1,4-benzodiazepina ukljucuju¢i temazepam™, oxazepam™ i lorazepam™. Gyllenhaal
[65] je razvio metodu razdvajanja uporabom vezanih kolona kako bi utvrdio sastav enantiomera
u formulaciji lijeka. UsavrSavanjem tehnike razvijen je cijeli niz enantioselektivnih analiza
farmaceutika.

Nozal i sur. [66] koriste COz s programom modifikacije pri razdvajanju stereoizomera
pesticida triadimefona™ i triadimenola™. Voorhees i sur. [67] predstavljaju objedinjeni serijski
sustav ekstrakcija — kromatografsku analizu — MS-detekcija termolabilnih pesticida grupe
karbamata iz uzoraka mesa govedine i piletine. Razina detekcije ovog sustava pri odnosu
signal:Sum 2:1 bila je 200 pg/L za Bendiocarb™ te 175 ug/L za Carbaryl™.

Analize uzoraka fosilnih goriva pomocu CO; SFC predstavlja drugo znacajno interesno
podrugje. U periodu od sredine osamdesetih godina 20. stolje¢a pa do danas razvijene su metode
ekstrakcije te analize srednje 1 dugolancanih ugljikovodika iz raznih matica uzoraka. Heaton i
sur. [68] opisuju analizu 16 policiklickih aromatskih ugljikovodika na punjenoj koloni te
usporeduju HPLC- i SFC-analize uz istu nepokretnu fazu. Analiziraju¢i spojeve u raznim
maticama tla, vode, proizvoda petrokemijske industrije te ugljena oni pokazuju efikasnost SFC-
tehnike. Slike 8A 1 8B prikazuju kromatograme istog uzorka analiziranog pomocu SFC- i

HPLC-tehnike.
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Slika 8. Analiza 16 PAH-ova standardna EPA- smjesa pomoc¢u SFC CO,, uz polarni modifikator
pokretne faze metanol [57] - A.
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gradijentna analiza [68] - B



Iz spomenutih slika vidljivo je znacajno skrac¢enje vremena potrebnog za analizu uz prihvatljiv
gubitak efikasnosti kolone te zadrzanu moguénost kvantifikacije sastojaka uzorka.

M'Hamdi i sur. [33] u nizu c¢lanaka pokazuju plan i razvoj metode analize
srednjetemperaturnih  destilata sirove nafte uz dodatak sumporovog(VI) fluorida.
Optimizacijom parametara analize dobivena je metoda usporedive analiticke moc¢i s postojecim
HPLC-metodama analize mono-, di- i poliaromatskih spojeva u spomenutoj matici. Chen i sur.
[69] prikazuju SFC-metodu razvijenu s ciljem analize rasapa aromatskih ugljikovodika u
rafinerijskim tokovima, posebice destilatima dizelskog goriva. Analiti¢ki rezultati dobiveni
predlozenom metodom pokazali su vrlo dobru korelaciju s verificiranom i uobicajenom HPLC-
MS-analizom u rasponu od 6% do 40% masenog udjela aromatskih ugljikovodika u destilatu.

Venter i sur. [70] prikazuju sustavnu razradu SFC-metode analize alkana, alkena i okso-
spojeva u sastavu destilata nafte. Analiza alifatskih ugljikovodika pred autore postavlja
probleme u tehnickoj izvedbi instrumentacije, prije svega u linijama prijenosa nepokretna faza-
analizator. Uvode cijevna suZenja i grani¢nike protoka znacajno povecavajuci sloZzenost sustava.
Unato¢ preprekama, uspjesno povezuju SFC-i preparativni dio sa GC- i GC-MS-sustavima te
dokazuju povezanost selektivnosti sustava u odnosu na alkane 1 alkene s tlakom pokretne faze.

Kromatografija pomoc¢u CO> pri superkriticnim uvjetima omogucuje brze i
instrumentacijski manje zahtjevne analize opisanih skupina analita, no kod slozenih matica s
viSe grupa analita problem razdvajanja se ponovo vraca s pokretne na nepokretnu fazu.
Mehanizmi medudjelovanja pokretna faza — analit — nepokretna faza Cesto ne omogucuju
dovoljnu selektivnost u stvarnim uvjetima ukoliko koristimo samo jednu vrstu nepokretne faze.
Moguce rjesenje je sve ceSca primjena visSedimenzijske kromatografije, uz koristenje raznih

pokretnih faza kako po kemijskom sastavu tako i po agregatnom stanju [70].
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2.4. ViSedimenzijski kromatografski sustavi

2.4.1. Teorijska osnova viSedimenzijske kromatografije

Jednodimenzijski kromatografski sustavi odredeni su medudjelovanjem pokretne faze
stalnog ili promjenjivog sastava s analitom te s jednom nepokretnom fazom uz definiran i
nepromjenjiv smjer toka pokretne faze. Kromatografski kapacitet punjenih HPLC kolona, a 1
kapilarnih kolona u GC-u, razvojem materijala, od kojih su izradene nepokretne faze, postao je
vrlo visok. Priroda kromatografske tehnike, temeljena na afinitetu analita prema fazama,
onemogucuje postizanje razdjeljenja kod slicnih spojeva [71]. Prolaskom analita kroz
kromatografsku kolonu neminovno dolazi do Sirenja kromatografskih zona te je stoga i broj
potpuno razdvojenih sastojaka na izlazu kromatografske kolone takoder ograni¢en. Ovo
ogranicenje je neizbjezno Cak i uz pretpostavku infinitezimalno uske injekcijske fronte. Ovo
sustinsko ograni¢enje nije moguce prevladati jednostavnim promjenama parametara
kromatografskog sustava poput temperature, protoka pokretne faze ili sastava. No, ukoliko
analiticki sustav predvida i/ili omogucuje promjenu smjera toka pokretne faze ili pak uzastopno
razdjeljivanje analita iz uzorka pomocu vise fizikalno-kemijski razliitih nepokretnih faza
govorimo o viSedimenzijskoj kromatografiji [72]. Tijekom viSedimenzijskih kromatografskih
analiza uspostavlja se viSe od jednog sustava pseudo-ravnoteze razdijeljenja analita medu
fazama. Svaki od sustava doprinosi povecanju kromatografskog kapaciteta te posredno
povecanju analiticke moci sustava.

Analize tankoslojnom kromatografiom (TLC) ' od svojih pocetaka koriste
dvodimenzionalno razdvajanje analita ponajprije zbog relativne jednostavnosti takve analize.
Dovoljno je kromatografsku plocu ili nepokretnu fazu s nanesenim uzorcima izloziti jednoj
pokretnoj fazi te nakon razvijanja kromatograma istu nepokretnu fazu zakrenutu za 90° izloziti
drugoj pokretnoj fazi razlic¢ite elucijske moc¢i ili polariteta. Zbog razli¢itih konstanti razdjeljenja
u dvama sustavima, otvara se dodatna dimenzija kromatografskog razdvajanja. Svakoj od tvari
detektiranih na takvom kromatogramu pridruZene su dvije Ryvrijednosti ¢ime je ona kvalitetnije
1 jednoznacnije odredena. Ova se metoda primjenjuje u analizama Sirokog spektra matica

uzoraka pogodnih za tankoslojnu kromatografiju i/ili gel elektroforezu [73-76].

4 engl. Thin Layer Chromatorgaphy
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Slika 9. 2D-TLC-analiza adenozinskih modifikacija mRNA u misa [75]

Giddings [77] prvi teorijski razraduje 1 definira pojam viSedimenzijskih sustava. Prema

njemu ti sustavi moraju zadovoljavati dodatan uvjet u odnosu na prethodne: procesi

medufaznog razdvajanja u svakoj od dimenzija moraju se temeljiti na medusobno razli¢itim

mehanizmima,

Sto stvara ortogonalnost dimenzija.

Potpuno

iskoriStenje mogucénosti

viSedimenzijskih sustava lezi upravo u ispunjenju ovog uvjeta. Analiticka mo¢ sustava izravno

ovisi o stupnju korelacije izmedu dimenzija. Slika 10. prikazuje tri teorijske mogucnosti:

A — potpunu ortogonalnost — mehanizmi razdvajanja u prvoj i drugoj dimenziji su potpuno

razli¢iti

B — djelomi¢nu ortogonalnost — mehanizmi razdvajanja dijelom se preklapaju

C — nedostatak ortogonalnosti — mehanizmi razdvajanja su identi¢ni

separacijska os 1

potpuna djelomiéna nedostatak
ortogonalnost ortogonalnost ortogonalnosti
/
., © e (s e/e o
O o /o o P
/ - g
© o o0© ~ @
/ = ’
O O /o o o’g
L 2]
separacijska os 2 separacijska os 2 separacijska os 2
A B C

Slika 10. Ilustracija razlicitih stupnjeva ortogonalnosti

25



Odabir kromatografskog postupka u razliCitim dimenzijama, prije svega odabir
nepokretnih faza i vrste kolona, odlucujucéi su faktor pri povecanju raspodijele kromatografskog
signala na cijelom prostoru kromatograma [78]. Kod veéine 2D-sustava, uz razli€ite parametre
stanja pokretne faze, odabiru se kolone razli¢ite polarnosti. Prva dimenzija pokazuje veci

afinitet za nepokretnu fazu u odnosu na drugu dimenziju te stoga i odreduje trajanje analize.

Za razliku od tankoslojne kromatografije kao plo$ne kromatografije, moguénost razvoja
viSedimenzijskih sustava podrazumijeva obvezno koriStenje najmanje dviju kolona s
nepokretnom fazom. Postupak dvodimenzijskog kromatografskog razdjeljivanja moze se
prikazati kroz tri dijela:

1. analiza u prvoj dimenziji
2. medudimenzijski prijenos analita

3. analiza u drugoj dimenziji pracena detekcijom.

2.4.1.1. Znacajke razdvajanja u prvoj dimenziji

Analiza u prvoj dimenziji korak je koji odreduje ukupno trajanje cijelog analitickog
postupka. Uvijek viSestruko vremenski zahtjevnija, izvodi se poput klasi¢ne jednodimenzijske
kolonske kromatografije s ciljem grupiranja skupina analita u uzorku. Za razliku do
jednodimenzijskih sustava, kod kojih je izlaz kolone povezan s detektorom, kod
dvodimenzijskih sustava tok pokretne faze iz kromatografske kolone prve dimenzije odvodi se
u neki od sustava medudimenzijskog prijenosa analita. Detektor moze biti dio sustava prve
dimenzije, no ukoliko 1 jest prisutan, postavlja se u paralelni, naj¢es¢e otpadni tok pokretne faze

s ciljem orijentacijske analize.

2.4.1.2. Znacajke sustava prijenosa analita

......

podijeliti u dvije kategorije prema mehanizmu prijenosa:
1. konvencionalni medudimenzijski prijenos'®
2. sveobuhvatni medudimenzijski prijenos'®
U prvoj se varijanti samo dijelovi toka pokretne faze s analitima iz uzorka prenose izmedu

dimenzija, dok se veci dio eluata prve dimenzije odvodi u otpadni tok. Eluat moze biti

15 engl. heart cutting
16 engl. total transfer
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pohranjen u pokretnoj fazi ili pak sorbiran na nekoj prijelaznoj nepokretnoj fazi [76]. Prednost
ove metode prijenosa je jednostavnost izvedbe 1 ve¢a medudimenzijska izoliranost, a mana, kao
1 kod svih isprekidanih oblika razdvajanja, mogu¢nost gubitka analita.

Sveobuhvatni medudimenzijski prijenos podrazumijeva potpuni prijenos cjelokupnog
toka ili reprezentativnog dijela!'” eluenta iz prve u drugu dimenziju. Izvedbe ovih modulatora
razradenije su 1 zahtjevnije za koriStenje, no znatno umanjuju mogucénost gubitka analita [79,
80]. Moduli medudimenzijskog prijenosa ove vrste gotovo u pravilu podrazumijevaju uporabu
viSeputih kromatografskih ventila. Najcesc¢e su to ventili s 8 ili 10 ulaza te s dvije moguce
pozicije kod kromatografije kondenziranim fazama ili jednostavni razdjelni ventili s tri ulaza
opremljeni redukcijom toka kod plinske kromatografije. Ovi ventili omogucuju prikupljanje

izlaznog toka prve dimenzije u skladi$ne petlje prije samog uvodenja u drugu dimenziju.

SkladiSne petlje najCesce su izvedene na jedan od dva nacina:

1. Sorpcijski element koji vezuje analite prve dimenzije.
Pokretna faza prve dimenzije prolazi kroz sorpcijski element na koji se vezuju
analiti. Nakon odredenog intervala zaustavlja se protok iz prve dimenzije te
zapocinje protok pokretne faze druge dimenzije koja ispire analite 1 prenosi ih u
drugu dimenziju.

2. Prazan volumen, izoliran od druge dimenzije tijekom punjenja.
Pokretna faza prve dimenzije uvodi se u praznu petlju, cijev ili spremnik. Nakon
odredenog intervala ventilom se izolira sadrzaj i ispire u drugu dimenziju njenom

pokretnom fazom.

Sustav prijenosa analita smatra se sveobuhvatnim ukoliko zadovoljava sljedece kriterije
[77]:
- sve tvari prisutne u uzorku podvrgnute su razdvajanju iz smjese u obje
dimenzije kromatografskog sustava
- zastupljenost tvari nakon medudimenzijskog prijenosa mora biti jednaka
zastupljenosti u izvornom uzorku i sav tok eluenta po analizi mora biti
upucen u detektor

- razlucivost prve dimenzije mora biti zadrZana za vrijeme trajanja analize.

17 engl. split mode
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Osim nabrojenih karakteristika, sustav prijenosa analita mora omoguciti optimalan broj
pojedinac¢nih uzorkovanja sastava prve dimenzije. Murphy sa suradnicima [81] postavlja
matematicke postulate o broju uzorkovanja koji zadrzavaju razlucivost prve dimenzije uz
kvalitetnu analizu u drugoj dimenziji. Taj «Carobni broj» mora biti 3 do 5 uzorkovanja unutar
trajanja izlaza grupa analita iz prve dimenzije. Kvaliteta ovog procesa, nazvanog jos i
modulacijom, glavni je tehnicki ¢imbenik kvalitete 2D-razdvajanja. Optimalan odabir
ucestalosti uzorkovanja, to jest perioda modulacije, je stoga od iznimne vaznosti. Murphy i sur.

dokazuju izravan utjecaj perioda modulacije na 2D-razluc¢ivanje uzoraka.
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Slika 11. Uc¢inak ucCestalosti uzorkovanja na razdvajanje u 2D-kromatografiji, ; — modulacijski period, N — broj

uzorkovanja unutar trajanja jednog pika kromatografske krivulje [81]

Kao $to se moze vidjeti na Slici 11., povecanje vremena uzorkovanja (modulacijskog perioda)
uzrokuje smanjenje razlucivosti u prvoj dimenziji. Iskustveno je pokazano kako svaki eluat
prve dimenzije mora biti uzorkovan 3 do 4 puta u cilju zadrzavanja razlucivosti. Opisano
pravilo u literaturi se Cesto naziva Murphyjev kriterij.

U pravilu, sustav prijenosa analita neprekidno uzorkuje frakcije prve dimenzije (u
slu¢aju izravne 2D-analize to je jedan od uvjeta). Stoga je potrebno analizu u drugoj dimenziji
provesti vrlo brzo. Tezi se vremenu trajanja analize u drugoj dimenziji jednakom ili kracem od

perioda uzorkovanja prve dimenzije. Ukoliko takvo vrijeme analize nije moguce, velika je
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vjerojatnost pojave nedovrSenih analiza u drugoj dimenziji — «wrapp around» uc¢inak. Ovaj se
fenomen moze otkriti relativno lako jer se na kromatogramima pojavljuju signali s viemenom

zadrzavanja kra¢im od vremena prolaza udarnog vala injekcije, Sto je teorijski nemoguée u

slu¢aju prazne kolone.

2.4.1.3. Znacajke razdvajanja u drugoj dimenziji

Analiza u drugoj dimenziji u pravilu je puno kraca od analize prve dimenzije.
Mehanizam razdvajanja je najceSce razli¢it od mehanizma razdvajanja prve dimenzije. Razlike
se mogu ostvariti kroz temperaturu i tok pokretne faze, sto je ¢es¢i slucaj kod 2D-GC-sustava,
ili kroz kemijski sastav pokretne faze kod HPLC-analiza. Osim izmjenama u eluentu,
mehanizam se moZe mijenjati kombinirajuéi dvije nepokretne faze: primjerice nepolarnu C-18
u jednoj dimenziji i polarnu fenil supstituiranu fazu u drugoj. Cesto je razlika i drasti¢nija pa je

nepokretna faza jedne dimenzije polarna, a druge nepolarna [80].

A: hladeni injektor E: FID I: Y-razdjelnik

B: prva kapilarna kolona (DB FFAP) F: port za ,,njuskanje* J: port za ,,njuskanje”
C: preklopnik za visekolonski sustav (MCS)  G: zamka za hladenje K: maseni spektrometar
D: Y-razdjelnik H: druga kapilarna kolona (DB 5)

Slika 12. Shematski prikaz 2D-GC-sustava
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Slika 13. Shematski prikaz 2D-LC-sustava, istaknute su skladisne petlje
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Agregatno stanje pokretne faze takoder moze biti razli¢ito. Predstavljeni su sljedeci sustavi
analize: HPLC x GC, SFC x GC te SFC x HPLC. Svi viSedimenzijski kromatografski sustavi
mogu biti opremljeni detektorima kompatibilnima s pokretnom fazom druge dimenzije za Sto
se u literaturi moze pronaci velik broj primjera [82]. Uz koriStenje klasi¢nih detektora
prilagodenih GC- i/ili HPLC-tehnikama, viSedimenzijski sustavi uspjesno su sprezani i sa
spektrometrima mase. Tako dobivene sustave odlikuje visoka kromatografska razlucivost
analize koja proizlazi iz povecanja broja teorijskih odsjecaka te pove¢ana mogucnost

kvalitativne analize uzorka pomocu spektara mase.

2.4.1.4. Pretvorba signala 1D u 2D

Neobradeni, izravni rezultat 2D-analize ne razlikuje se od uobic¢ajenog kromatograma
dobivenog analizom jednodimenzijskim sustavom, niz je to pikova na kromatografskoj krivulji.
Kako bi se dobio kromatogram na kome su vidljiva razdvajanja u dvije dimenzije, pristupa se
racunalnoj obradi. Jednodimenzijski kromatogram razlaze se po osi vremena prolaska analita
(os apscise) na jednake manje dijelove. Veli¢ina manjih dijelova odgovara ili vremenu analize
u drugoj dimenziji ili vremenu modulacije. Tako dobivene sekcije svode se na isti pocetni
pravac te se ostvaruje 2D-matrica. Jedna od osi matrice predstavlja vrijeme i1 kromatografske
fenomene koji su se odvijali u prvoj dimenziji, dok druga predstavlja isto za drugu dimenziju.

Tako dobiven slog prenosi tri informacije:

1 — vrijeme zadrzavanja u prvoj dimenziji (praznine nastale pomicanjem sekcija se
interpoliraju)

2 —vrijeme zadrzavanja u drugoj dimenziji

3 — intenzitet signala naj¢esce prikazan spektrom boja.

Cijeli proces pretvorbe signala pojednostavljeno je prikazan na Slici 14.
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Slika 14. Pretvorba 1D — 2D kromatogram [83]

Ovako dobiven 2D-kromatogram prenosi kvalitativne podatke. Intenzitet signala u ovom obliku
nije moguce kvantificirati. Kvantitativni podatak dobivamo integracijom pikova pojedinih
kromatografskih krivulja dobivenih detekcijom na izlazu druge dimenzije. Integracija se moze
provoditi nakon svake analize pri ¢emu se dobiveni podaci zbrajaju uzimajuci kao referencu
vrijeme zadrzavanja ili se integracija moZe za svaki analit provesti samo na kromatografskoj
krivulji koja pokazuje najveci intenzitet za pojedni analit. Kvantifikacija analita najceSce se
provodi metodom vanjskog standarda ili metodom unutarnje normalizacijom, dok je koristenje

unutarnjeg standarda rijede [84].

2.4.1.5. Razludivost i kapacitet 2D-kromatografije

Dvodimenzijska kromatografija je, u svakom od poznatih oblika, sacinjena od dvaju podsustava,
od kojih svaki posjeduje vlastite karakteristike. Karakteristike cjelokupnog sustava nisu samo
jednostavni algebarski zbir.

Giddings [77] definira dvodimenzijsku razlu¢ivost Rsop kao Pitagorinu udaljenost (ili

Euklidovu apsolutnu vrijednost) razlu¢ivosti dviju dimenzija.
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Ako su A i B dva analita, a 'Rs i 2R razlugivosti u prvoj i drugoj dimenziji izmedu A i B, 'w i
2 $irine kromatografskih krivulja na 10% visine u prvoj i drugoj dimenziji te su A'y i 4%

razlike u vremenu zadrzavanja tvari A 1 B u prvoj odnosno drugoj dimenziji, imamo:
Rs,, =~/ 'Rs*+’Rs? 4)
2 2
2-A't, 2-N't,
S T TR
@+ W, @+ W,

Najcesce koristena vrijednost pri ocijeni rada cjelokupnog 2D-sustava, kao i prijenosa analita,

je kapacitet kromatografske krivulje.

Ako slijedimo Giddinsove postavke, kromatografski kapacitet cijelog sustava odgovara
umnosku vrijednosti kromatografskog kapaciteta dviju dimenzija. Iz toga proizlazi moguénost
procijene kapaciteta na temelju povrSina na ravnini 2D-kromatograma i/ili integralom povrsine

pod kromatografskom krivuljom (6,7).

ne=ne+ ’ne (6)
1 2
t +°t
nc — rnllax 2 rmax (7)
o+ o

Iako ovaj pristup ne uzima u obzir ortogonalnost 2D-kromatografija (zauzece prostora na 2D-

kromatogramu), dobivene vrijednosti dobar su pokazatelj mogucnosti razdvajanja u 2D-sustavu.

2.5. Pregled izabranih primjera primjene viSedimenzijskih
kromatografskih sustava

Visedimenzijski sustavi primjenjuju se u Sirokom podrucju djelovanja, a zbog velike
slobode u sprezanjima elemenata raznih kromatografskih tehnika i sustava omogucuju stvaranje
potencijalno vrlo mo¢nih analitickih oruda. Prvi sveobuhvatni sustav GC X% GC-analize
predstavljaju Liu i Philips te njime analiziraju probnu smjesu ugljikovodika [72]. Analize
slozenih uzoraka fosilnih goriva ¢ine i danas znacajan postotak viSedimenzijskih GC-analiza
[85]. Ovi sustavi koriste se u analizi produkata rada automobilskih motora [86], pesticida,

hlapljivih sastojaka prehrambenih artikala poput vina [87] ili farmaceutskih pripravaka.
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Slika 15. 2D GC-kromatogram uzorka pesticida.

Dvodimenzijske kromatografije HPLC x HPLC sve su zastupljenije u proteomici, najcesce
spregnute s MS-detekcijom. Unger i sur. [75] jo§ 2000. godine usporeduju kvalitetu razdvajanja
proteina 2D-HPLC-tehnikom i 2D-gel elektroforezom. Od pocetka 21. stoljec¢a do danas mnoge
istrazivacke grupe predstavljaju vrlo uspjesne sustave i metode razdvajanja peptida, proteina i
hormona ekstrahiranih iz raznih matica uzoraka. Uz proteine zanimljiva je primjena
dvodimenzijske tekucinske kromatografije u analizi polimera s ciljem boljeg razdvajanja
polimernih varijeteta u kopolimerima [88].

Mao 1 sur. [89] povezuju HPLC u funkciji prve dimenzije s GC-sustavom kao drugom
dimenzijom pri analizi slozene matice koriStenog motornog ulja. Koriste¢ci HPLC-ovu
nepokretnu fazu modificiranu srebrom uspijevaju razdvojiti aromatske ugljikovodike od
alifatskih homologa te u drugoj dimenziji razdvojiti pojedine predstavnike grupa. Aromatski su
ugljikovodici razdvojeni prema broju aromatskih prstenova. Razvijeni sustav medudimenzijski
prijenos rjesava sveobuhvatnim modelom. Dutriez i sur. [90] detaljno opisuju neizravno
sprezanje LC-sustava kao prve fokusiraju¢e dimenzije s GC x GC-sustavom. Autori razvijenim
sustavom uspijevaju razdvojiti smjese alkana iz teSkog destilata sirove nafte, uz ostvareno
razdvajanje teskih izomera alkana i alkena te polinaftenskih struktura. Sustavom je moguce
ostvariti razdvajanja tih struktura te kvantifikaciju uporabom klasicnog FID-detektora.
Usporedbe radi, potrebno je naglasiti kako to nije moguce nakon jednodimenzijske

kromatografije ili samo GC x GC-separacije, niti pomoc¢u MS-detektora.
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Uz uobicajene pokretne faze u plinskoj ili teku¢inskoj kromatografiji, moguce je kao
eluent u viSedimenzijskim kromatografijama koristiti i tvari u superkriticnim uvjetima a, kako
je ve¢ prikazano, daleko najzastupljenija tvar u toj skupini kromatografija je upravo CO;. Prvi
predstavljeni sustavi koristili su CO2 kao pokretnu fazu u prvoj dimenziji. Liu i sur. [91] joS su
1993. godine koristili polarnu kapilarnu kolonu kao nepokretnu fazu prve dimenzije te CO; u
superkriti¢cnom stanju kao pokretnu fazu. Prijenos analita u drugu dimenziju rijeSen je pomocu
restriktora toka kojim su ostvarena dva cilja: sveobuhvatni prijenos i prijelaz iz superkriticnog
u plinovito stanje CO,. Promjena stanja omogucila je nastavak koristenja iste tvari kao pokretne
faze 1 u drugoj dimenziji. Sam proces injektiranja u kratku nepolarnu kolonu druge dimenzije
izveden je pomocu toplinske desorpcije. Svaki toplinski impuls ekvivalent je injekcije u drugu
dimenziju. U prvoj dimenziji analiti su eluirani u grupama prema rastucoj polarnosti, dok su u
drugoj dimenziji razdvajani pojedinacni analiti prema rastu¢oj molarnoj masi. Venter i sur. [92]
koriste modificirani uredaj koji, umjesto plinovitog CO-, u drugoj dimenziji koristi plinoviti
vodik kao pokretnu fazu pri razdvajanju. Tom zamjenom povecana je efikasnost razlu¢ivanja
analita na nepokretnoj fazi. Osim ugljikovodika, autori uspjesno analiziraju i polarne spojeve
istim sustavom.

Adam 1 sur. [93] opisuju sustav SFC x GC x GC, koji je shematski prikazan na Slici 16.
U njihovom primjeru analizirani su uzorci iz naftne industrije. Medudimenzijski prijenos
izveden je pomocu sabirnih petlji postavljenih na izlazu iz kolone prve dimenzije koje ¢ine
elemente ventila broj 3. Autori su potvrdili uporabljivost 1 povecanu selektivnost ovakvog

sustava u usporedbi s GC x GC- sustavima.

regulator tlaka

D SFC kolona ( ‘ )

ogranicavac

detektori

modulator

/ Bl

\, injektor
\ ventil za
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ventil 1 ventil 2 ventil 3 \
— punjenje w— tOK w——— GCxGC 1. set kolona / sekundarne
« injektiranje <« povratnitok . - GCxGC 2. set kolona GC kolone

l/primame GC kolone

Slika 16. Shematski prikaz sustava SFC x GC x GC [93]

Francois i sur. [94] povezuju SFC-ovu prvu dimenziju s HPLC-ovom obrnutofaznom drugom
dimenzijom. Analizirani su uzorci ekstrakta etericnih ulja limuna i1 masnih kiselina

ekstrahiranih iz ribljeg ulja. Medufazni prijelaz, iz SF-a u tekucinu, ostvaren je pomocu sabirnih
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adsorpcijskih kolona. One se u sustav uklju¢uju pomocu prekretnog ventila s deset ulaza. Uloga
ventila s deset ulaza i u ovom sustavu je dvostruka, osim prijenosa pokretne faze iz jedne u
drugu dimenziju, osigurava i medufazno odvajanje ¢ime se olakSava prijelaz iz superkriti¢ne u

tekucu fazu.

pumpa za supekrititni CO,
izlazni regulator

SFC kolona tlaka T-spoj voda
@ @
pumpa koja modificira
punjena
RPLC pumpa skladisna
petija ll
punjena .
skladisna p— otpad
petlja | 4

RPLC kolona

Slika 17. Shematski prikaz SFC x HPLC- sustava, u kutu fotografija ventila s deset ulaza i dvaju
skladi$nih kolona [94]

Autori odluku o uvodenju adsorpcijskih C18 kolona temelje na potrebi izoliranja turbulentnih
interferencija koje se pojavljuju u slu¢aju medudjelovanja tekuce faze i superkriticnog fluida.
Za primjeren rad sustava vrlo je bitno omoguciti dodatni dotok vode u tok CO» kako bi se
pospjesila adsorpcija analita na C18 skladiSne kolone.

Koristenje superkriticnog fluida kao pokretne faze u obje dimenzije 2D-
kromatografskog sustava joS je u pocecima razvoja. Rijetki literaturni navodi ogranicavaju se
na analize nepolarnih i slabopolarnih spojeva. Hirata i sur. [95] opisuju sustav sveobuhvatne
analize koji koristi normalnu nepokretnu fazu u prvoj dimenziji, a nepolarnu C18 u drugoj

dimenziji.
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Slika 18. Shematski prikaz sustava SFC x SFC, medudimenzijski prijenos je sveobuhvatan [95]

Superkriti¢ni CO2 u sustav se dovodi iz dva neovisna izvora, uz detekciju pomoc¢u UV- i FID-
detektora. Medudimenzijski prijenos odvija se putem dvaju ventila:

1. Dvostruki s tri ulaza — usmjerava tok pokretnih faza prve i druge dimenzije nakon
prolaska kroz kromatografsku kolonu. Tok prve dimenzije usmjeren je prema
deseteroputom ventilu, a tok druge dimenzije usmjeren je prema detektorima

2. Ventil s deset ulaza — upucuje tok pokretne faze prve dimenzije preko restriktora u
sabirnu petlju te istovremeno omogucuje dekompresiju pokretne faze prve dimenzije s
ciljem izbjegavanja prijenosa karakteristika toka prve dimenzije u drugu dimenziju.
Dekompresija se odvija u okolini.

Autori navode vrijeme medudimenzijskog prijenosa od 10 sekundi §to je unutar Murphyeva
kriterija za analizirane uzorke. Rezultati analize metilnih estera masnih kiselina iz viSe matica
pokazuju uporabljivost ove metode, no zbog potrebe za dekompresijom u prijenosu, ostaje
otvorena mogucénost gubitka dijela analita te upitna kvantifikacija koju autori niti ne pokusSavaju
ostvariti bazdarenjem.

Lavison 1 sur. [96] u analizi polarnih sastojaka matice motornih ulja predlazu koristenje
2D-SFC-sustava s nemodificiranim CO; kao pokretnom fazom. Predlozeni sustav predvida
promjenu smjera toka pokretne faze tijekom analize u drugoj dimenziji. Autori ga opisuju kao
hibridni sustav analize. Analiticki rezultati, kako kvantitativni tako i kvalitativni, dokazali su

mogucnost koriStenja ove vrste modulacije.
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Slika 19. Shematski prikaz sustava SFC x SFC, polarna nepokretna faza prve dimenzije podvrgnuta je eluaciji i

povratnoj eluaciji dok nepolarna druga faza prolazi samo proces eluacije u jednom smjeru [96]
Guibal 1 sur. [97] 2D-SFC-u pristupaju na drugaciji nacin. Prilagodavaju sustav
medudimenzijskog prijenosa iz dvodimenzijske tekuéinske kromatografije, kako bi ostvarili

izravnu dvodimenzijsku sveobuhvatnu SFC-analizu pomoc¢u COs.
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Slika 20. Shematski prikaz sustava sveobuhvatne SFC x SFC-analize [97]

Autori koriste nepolarnu C18 nepokretnu fazu u prvoj dimenziji te polarnu normalnu fazu u
drugoj dimenziji, kao i promjenjiva vremena analize u drugoj dimenziji (promjenjivi
modulacijski razmaci). Analizirani su uzorci naftnih matica uzoraka, a prikazani rezultati
dokazuju uporabnu vrijednost ovog sustava i mogucénost daljnjeg razvoja. Ovaj sustav
omogucuje injektiranje uzoraka unutar Murphyeva kriterija. Iz sheme prikazane na Slici 20.
vidljivo je da dobavna pumpa pokretne faze druge dimenzije obavlja prijenos analita iz sabirnih
petlji u kolonu druge dimenzije te samu brzu analizu u drugoj dimenziji. Predlozeni sustav
priblizava se sveobuhvatnosti karakteristicnoj za viSedimenzijske tekuc¢inske sustave kod kojih,

zbog nestlacivosti tekuc¢ina, nema gubitaka u prijenosu, niti potrebe za dekompresijom ili
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prekidom toka prve dimenzije, Sto je ostvareno. No, kako su fluidi u superkriticnom stanju
stlacivi, a o tlaku izravno ovisi i topljivost analita u njima, ostaje problem u parametrima
pokretne faze koju dobavlja pumpa druge dimenzije. Vrijednosti protoka i tlaka pokretne faze
koje autori koriste kompromis su izmedu potreba sustava za prijenos analita i same analize u
drugoj dimenziji. Autori napominju potrebu za dodatnim razvojem modula za prijenos analita
koji bi uklonio potrebu za tim kompromisom te omogucio nezavisnost postavki pokretne faze
u sva tri dijela sustava.

Proucavanjem brojnih literaturnih referenci dolazi se do zakljucka o vaznosti nacina
medudimenzijskog prijenosa analita u visSedimenzijskim sustavima te o problemima koji se
otkrivaju pri njihovom rjeSavanju. U nastavku istrazivanja pristupilo se pokuSaju rjeSavanja

ovog problema.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kromatografski sustav

Kromatografski sustav dizajniran za potrebe ovog istrazivanja Cine karakteristini
elementi dvodimenzijskog kromatografskog sustava, no tehni¢ko rjeSenje instrumenta u
potpunosti je izvedeno u Laboratoriju za kromatografije u superkriticnom stanju Zavoda za

analitiCke, bioanaliti¢ke znanosti 1 miniaturizaciju, ESPCI ParisTech u Francuskoj.

Osnovne dijelove sustava ¢ine:
1. pokretna faza sa sustavom dobave
2. sustav uvodenja uzorka
- pomoc¢ni sustav vremenske modulacije

3. nepokretna faza — kromatografske kolone

1. nepokretna faza prve dimenzije

il. nepokretna faza druge dimenzije
4. samostalno razvijen modul prijenosa analita

5. detektori

Pokretnu fazu kromatografskih analiza ¢ini CO> Cistoce 99,995% dobavljaca Messer (Mitry-

Mory, Francuska) u klasi¢nim cilindrima s mogu¢nos¢u koristenja plinske i/ili tekuée faze COs.

Dobava pokretne faze izvedena je putem triju neovisnih izvora:

1. SFC Aurora A5 / HPLC Agilent 1100 pumpa proizvodaca Agilent Technologies
France SAS, opremljena linijskim izokratnim sustavom uvodenja modifikatora u tok
superkriticnog COz i koriStena za dobavu pokretne faze u modul prijenosa analita
medu dimenzijama; najveci radni tlak je 350 bara

2. Berger SFC FCM-1200 pumpa proizvodaca Mettler-Toledo AutoChem, Viroflay,
Francuska, koriStena za dobavu pokretne faze u sustav uvodenja uzorka i prvu

dimenziju, najveci radni tlak je 350 bara
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3. Berger SFC FCM-1200 pumpa proizvodaca Mettler-Toledo AutoChem, Viroflay,
Francuska, koriStena za dobavu pokretne faze u drugu dimenziju, najve¢i radni tlak

350 bar

Sve tri pumpe opremljene su raCunalno upravljanim sustavom za pracenje i prilagodbu tlaka na
izlazu iz kromatografske kolone. Kontrola protoka je posredna putem kontrole tlaka, ali 1
neposredna pomocu protokomjera postavljenih na izlaz kolone druge dimenzije. Hladenje glave
i ¢ela klipa SFC Aurora A5 / HPLC Agilent 1100 izvedeno je Peltieovim hladnjakom, a Berger
SFC FCM-1200 kao vodeno hladenje vanjske stjenke cilindra (Sto predstavlja modifikaciju u
odnosu na tvorni¢ku postavku).

Sustav uvodenja uzorka sastoji se od modificiranog HPLC-injektora proizvodaca
VALCO, model 06TO107H. Uzorak u teku¢em ili plinovitom agregatnom stanju uvodi se u
visokotla¢ni, zrakom upravljani, ventil sa Sest ulaza. Ventil je opremljen vanjskom petljom

volumena 67 pL.

Nepokretne faze koriStene tijekom razvoja sustava su:

1. Ascentis Express C18 — proizvodaca Supelco u dimenziji 150 x 4,6 mm punjenje 2,7 um
2. Sepax silica — proizvodaca Sepax Technologies dimenzija 100 x 4,6 mm punjenje 1,8 um
3. Sincronis silica — proizvodaca Thermo dimenzija 50 x 2,1 mm punjenje 2,1 um

4. Capcell PAK C18 ACR — proizvodaca Shiseido dimenzija 250 x 4,6 mm punjenje 5 pm
5. Capcell PAK C18 UG — proizvodaca Shiseido dimenzija 250 x 4,6 mm punjenje 5 um

Kromatografske kolone koriStene su u prvoj dimenziji normalne i obrnute faze, dok je u drugoj
dimenziji koriStena kraca kolona s punjenjem normalne faze, u skladu s dosadasnjim iskustvima

u 2D-SFC-kromatografiji [50 — 52].

Injektor 1 svi dijelovi sustava za prijenos analita i nepokretne faze obiju dimenzija postavljene

su u prilagodenu termostatirajuc¢u pe¢nicu HP5890 (Slika 21.).
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Slika 21. Termostatirajuc¢a peé¢nica HP5890, vidljivi svi dijelovi sustava - A, uveéanje dijela sustava za prijenos

analita — vidljiv ventil s 10 ulaza B
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Medudimenzijski prijenos analita obavlja se putem novo razvijenog modula. Elementi modula
su:
1. dva medusobno povezana micro-bore visokotlana, zracno upravljana,

ventila s deset ulaza takoder proizvodaca VALCO model C72-1690ED

2. podsustav za vremensku modulaciju i aktivaciju ventila razvijen u ESPCI
ParisTech

3. otpornici toka

4. dvije vanjske petlje za prijenos 1 kratkotrajno skladiStenje analita

5. nadoknadna kolona

Detektori su u sustavu postavljeni na dvije pozicije:

1. Spektrofotometar s moguc¢noscu pracenja i1 istovremenog snimanja spektara vise valnih
duljina, model UV MWD HP 1050 proizvodaca Agilent Technologies France SAS,
postavljen u paralelni tok u prvoj dimenziji. Uloga ovog detektora je kontrola toka
analita kroz prvu dimenziju te procjena vremena ulaza analita u modul za prijenos. Uz
informacije o tlaku i protoku pokretne faze omogucuje potpunije upravljanje prvom
dimenzijom 2D-kromatografskog sustava

2. Spektrofotometar s nizom dioda, model UV DAD HP 1050 proizvodaca Agilent
Technologies France SAS, postavljen na izlaz toka druge dimenzije kao jedan od dva
zavrs$na detektora

3. Plameno-ionizacijski detektor, model HP 1773, postavljen na izlaz toka druge dimenzije

kao drugi zavrsni detektor
Svi spojni elementi i cijevi izradeni su od visokolegiranih Celika prilagodenih koriStenju u
kromatografskim sustavima u dimenzijama 3/16 i1 2/32 inca, dok su kapilarni spojevi i suzenja

izradena od PEEKSIL - silikatna kapilara nazivnog unutarnjeg promjera 25 pm ili 50 pm.

Modul za medudimenzijski prijenos analita klju¢an je dio cijelog novosmisljenog

kromatografskog sustava. Na Slici 22. prikazan je shematski prikaz razvijenog 2D-SFC-sustava.
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Slika 22. Shematski prikaz 2D-SFC-kromatografskog sustava

Preko injektora u tok pokretne faze uvodi se uzorak. Slijedi analiza u prvoj dimenziji. Izlazni
tok dijeli se razdjelnikom stalnog omjera u dva toka, pri ¢emu se dio toka analizira detektorom
s detekcijom vise valnih duljina (MWD)'®, a drugi dio toka uvodi se u ventil 1 modula za
prijenos putem kojega puni jednu od skladisnih petlji. Izlaz skladiSne petlje spojen je preko
cijevnog suzenja s izlaznim tokom MWD-detektora. Tako spojeni tokovi prve dimenzije izvode

se u digestorski odvod kroz sustav kontrole izlaznog tlaka. Za vrijeme punjenja prve skladiSne

18 engl. Multiwave Detector
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petlje sadrzaj druge skladisne petlje ispire se tokom pokretne faze i pomocu drugog
deseteroputog ventila dovodi na ulaz kromatografske kolone druge dimenzije. Pokretnu fazu za
taj stadij dobavlja pumpa podeSena samo za tu svrhu. Ventil 2 omogucuje istovremeni prijenos
analita iz skladis$ne petlje u drugu dimenziju i odrzavanje radnih parametara (tlak i temperatura)
pumpe koja dobavlja pokretnu fazu u drugu dimenziju. Parametri superkriticnog CO> u drugoj
dimenziji moraju biti stalni i neovisni u odnosu na stanje u sustavu prijenosa analita. Tijekom
prijenosa analita tok pokretne faze druge dimenzije usmjerava se kroz kompenzacijsku kolonu.
Kompenzacijska kolona je istovjetna koloni druge dimenzije, no kroz nju nije predviden protok
analita, ve¢ samo superkriti¢nog COa.

Upravo je ta inovacija instrumentacijski novitet prvi puta predloZen, izveden 1 ispitan u
ovom radu. Kako u literaturi do tada nisu bili opisani, pa ¢ak ni natuknuti, sustavi nezavisno
upravljanoga prijenosa analita, predlozena izvedba nudi rjeSenje. Omogucuje neprekinuti rad
sustava dobave pokretne faze u drugu dimenziju uz parametre pokretne faze prilagodene upravo
analizi u toj dimenziji. Takva izvedba otklanja kompromise u postavkama parametara pokretne
faze koji su nuzni ukoliko se objedini njena dobava u modulu prijenosa i drugoj dimenziji
razdvajanja.

Pokretna faza druge dimenzije, tijekom prijenosa analita iz skladiSne petlje u drugu
dimenziju, mora zadrzati analitiCke uvjete. To se tijekom razvoja prijenosnog modula pokusalo
ostvariti na vise nacina.

Prvi neuspjeSan pokusaj bio je zaustavljanje rada pumpe druge dimenzije u tlanom
statusu uz blokadu toka na ventilu 2. Nacelno, ovaj bi pristup pojednostavio izvedbu sustava.
Nazalost, pri kratkim vremenima analize brzina kojom pumpa nadoknaduje pad protoka i tlaka,
do kojih dolazi pri prekretu ventila u poziciju punjenja, kompromitira kvalitetu analize $to je
detaljnije objasnjeno u prikazu rezultata.
dimenzije koja dobavlja pokretnu fazu kroz slobodnu petlju ventila 2 te tijekom perioda
prijenosa ispusta u okolinu preko otpornika toka.

Kako bi se unaprijedila kontrola protoka, otpornik toka je izmjenjen te se omogucilo njegovo
spajanje na povratnu kontrolu tlaka druge dimenzije. Vrijednosti su se ustabilile, no pri prekretu
ventila 2 dolazilo je do kratkih gubitaka tlaka u sustavu uz vjerojatne povremene gubitke
superkriti¢nosti na ulazu kolone druge dimenzije.

Konaé¢no rjesenje, koje je zadovoljilo sve parametre te je i prihvadeno, koristi kao

kompenzacijski element kolonu identi¢nu analiti¢koj koloni druge dimenzije.
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Izlazni tok druge dimenzije dijeli se na dva toka u omjeru 99:1. Ve¢i dio toka uvodi se
u DAD UV/VIS-spektrofotometrijski detektor, dok se manji dio toka uvodi u FID- detektor.
Omjer se toka ograni¢ava pomocu kapilarnog suzenja na samom ulazu u FID-detektor. Ovo
suzenje izradeno je u laboratoriju. Izlazni tok DAD-detektora koristi se za kontrolu tlaka i

protoka, istovjetno kontroli toka prve dimenzije.

Dio sustava za prijenos analita je i podsustav za vremensku modulaciju. Ovaj podsustav
je  potpunosti razvijen u laboratoriju Zavoda za analiticke, bioanaliticke znanosti 1
miniaturizaciju ESPCI ParisTech, te omogucuje uskladeno djelovanje injektora i dvaju ventila
s deset ulaza, a s ciljem odrZavanja kontroliranih i ponovljivih uvjeta tijekom analiza. Podsustav
se sastoji od dvaju vremenski upravljanih, medusobno nezavisnih i samostalno podesivih
naponskih releja. Ulazni signal pocetka analize dolazi kao naponski impuls vrijednosti 5V,
generiran prebacivanjem Sesteroputog injektorskog ventila iz pozicije punjenje!® u polozaj
injektiranja uzorka 2°. Signal pokrece relej vremenski upravljanog pneumatskog aktuatora rada
ventila 1 koji se postavlja u poziciju punjenja prve petlje (Slika 22) i ispiranja druge petlje.
Istovremeno, istovjetni relej aktuatora rada ventila 2 postavlja se u poziciju:
1. praznjenje druge petlje u kolonu druge dimenzije
2. protok pokretne faze kroz kompenzcijsku kolonu s ciljem postizanja radnih
karakteristika u drugoj dimenziji .
Nakon zadanog vremena aktuator ventila 2 prekrece ventil u poziciju analize u drugoj dimenziji,
dok se istovremeno prijenosni tok upucuje na stabiliziranje 1 pripremu kroz kompenzacijsku

kolonu.

Prekret ventila 1 iz pozicije punjenja prve petlje u poziciju punjenja druge petlje vremenski je
uskladen s povratkom ventila 2 u poziciju prijenosa analita. Povratak ventila 2 u tu poziciju
uvjetovan je:

1. zavrSetkom ciklusa stabilizacije parametara sustava prijenosa

2. zavrSetkom analize u drugoj dimenziji.

U ovom se trenutku ciklus ponavlja analizom uzorka skupljenog u skladisnoj petlji 1.
Stabilizacijski dio sustava za prijenos, sredi$nji dio kojega je kompenzacijska kolona,

omogucuje:

19 engl. load
20 engl. inject
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1. zadrzavanje analita u superkriticnoj pokretnoj fazi tijekom cCitavog procesa analize

2. odrzavanje parametara stanja superkriticnog CO> druge dimenzije u radnom uvjetima
tijekom prijenosa analita

3. wvrlo kratko vrijeme potrebno za izmjenu tokova superkriticnog CO: koji djeluju na

drugu dimenziju (prijenos — druga dimenzija) bez poremecaja superkriticnog stanja.

Ventil 2 u sustavu omogucuje:
1. samostalan i potpuno odvojen rad dobavnog sustava za medudimenzijski prijenos
analita i dobavnoga sustava pokretne faze druge dimenzije.
2. brz prijenos analita bez potrebe za dekompresijom i otplinjavanjem superkriticnog CO>

u bilo kojem dijelu sustava analize.

Sustav nadzora i prikupljanja neobradenih podataka sastoji se od:
1. 3D-SFC Chemstation 3.4 proizvodaca HP za nadzor rada i upravljanje Berger pumpama
UV/VIS i FID-detektorima
2. Chemstation 4.0 proizvodaca HP za nadzor rada i upravljanje SFC Aurora A5 / HPLC
Agilent 1100 podsustavom
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3.1.2. Uzorci

3.1.2.1. Standardi

1. Smjesa dekana i antracena otopljenih u heksanu: koncentracija mati¢ne otopine 0,1

mg/mL za svaki od ugljikovodika.

2. F.A.M.E. — standardna smjesa metilnih estera visih masnih kiselina proizvodaca Sigma
Aldrich
3.1.2.2. Probne smjese

1. Smjesa ugljikovodika

U Tablici 2. navedeni su sastojci 1 masena koncentracija ugljikovodika nizeg vrelista.
Ovi su ugljikovodici u raznim kombinacijama koriSteni s ciljem ispitivanja rada razvijenoga
sustava, pracenja utjecaja protoka i tlaka u dijelovima kromatografskog sustava na kvalitetu

analize te usporedbe 2D-SFC 1 GC x GC-kromatografskih sustava.

Tablica 2. Ugljikovodici i njihove koncentracije koriSteni u pripravi probnih smjesa

Spoj masena koncentracija u otapalu erupa spojeva
(mg/mL)
Alkani Co do C2o 0,25 Alkani
Alkeni Ci1 do Cao 0,25 Alkeni
Antracen 0,20
Acenaften 0,30
Acenaftilen 0,30 Aromatski ugljikovodici s 3 prstena
Fluoren 0,30
Fenatren 0,30
Trifenilen 0,30
Fluoranten 0,30 Aromatski ugljikovodici s 4 prstena
Benzantracen 0,30
Benzo(b)fluoranten 0,05 Aromatski ugljikovodici s 5 prstenova
Ca, Cs, Cs4 alkilbenzeni 0,25
Orto-ksilen 0,25 Derivati benzena
Meta-ksilen 0,25
Naftalen 0,25
1-metil naftalen 0,25 Derivati naftalena
2-etil naftalen 0,25

47



Kao otapala koristeni su:
1. heptan — HPLC razine ¢istoce, proizvodaca MERCK
2. ugljikov disulfid — PA razine ¢istoce, proizvodaéa MERCK

3.1.2.3. Stvarni uzorci

1. Vakuumski destilat frakcija sirove nafte — dobavljac IFP Energies Nouvelles,
koncentracija 50 mg/mL u heptanu

2. Vakuumski destilat frakcija tekuceg ostatka ugljena - dobavljac IFP Energies Nouvelles,
koncentracija 53 mg/mL u CS;

3. Ekstradjevicansko maslinovo ulje mijeSanih sorti — zemlja podrijetla Hrvatska

3.2. Metoda

3.2.1. Razvoj i provjera rada sustava

Prijenos analita u 2D-SFC-sustavu ovisi o parametrima stanja superkriticnog CO,.
Ponajprije ovisi o tlaku i protoku te, u neSto manjoj mjeri, o temperaturi i dodanim
modifikatorima. Osmis$ljeni kromatografski sustav predviden je za analize spojeva pri
vrijednostima temperature blago ve¢ima od kriticne temperature CO; u svim kromatografskim
dimenzijama, a utjecaj temperature promatran je pretpostavljaju¢i jednodimenzijski
kromatografski sustav. Taj pristup omogucen je dizajnom koji predvida istu pripremnu i radnu
temperaturu svih elemenata sustava, stoga 1 jednak utjecaj temperature na konstantu

razdjeljivanja.

Tlak 1 protok pokretne faze, u predlozenom sustavu 2D-SFC-analize, klju¢ne su vrijednosti
u pracenju rada sustava. Kontrolni ¢imbenici su:

- FI —protok superkriticnog CO> u prvoj kromatografskoj dimenziji

- p1—tlak superkriti¢nog COz u prvoj kromatografskoj dimenziji

- Fi—protok superkriticnog CO> u modulu za prijenos

- pi— tlak superkriticnog CO> u modulu za prijenos

- F> —protok superkritiénog CO2 u drugoj kromatografskoj dimenziji

- p2 —tlak superkritiénog CO» u drugoj kromatografskoj dimenziji
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Vrijednost protoka je Cimbenik koji izravno utjeCe na mehanizam analize, mijenjajuci
konstantu razdjeljenja, i na fizicki medudimenzijski prijenos mase tvari — analita. Vrijednost
tlaka pokretne faze izravno utjeCe na njena svojstva Sto proizlazi iz stlacivosti superkriticnog
CO..

Kako bi se moglo cjelovito prikazati utjecaj prijenosa na analizu, kao 1 medudimenzijski
utjecaj vrijednosti tlaka i protoka na analizu, pristupilo se odabiru najvece i najmanje vrijednosti
tih ¢imbenika. Odabrane vrijednosti, prikazane u Tablici 3., posljedica su nuznog kompromisa
izmedu strukturnih ogranicenja dijelova sustava, ponajprije najveceg radnog tlaka pumpi, i

stvarnih kromatografskih ogranicenja.

Tablica 3. Grani¢ne i srednje vrijednosti protoka i tlaka superkriticnog CO; tijekom provjera rada sustava i utjecaja

na prijenos analita

prva dimenzija prijenos druga dimenzija

max | int | min | max | int | min | max | int | min

F mL/min 20 |16 1,221 | 1,7 1,3 1,2 1,0 08
P 200 | 160 | 120 | 110 | 90 70 | 250 | 200 | 150
Bar

oznaka u tablici

matrice + 0 - + 0 - + 0 -

eksperimenta

Da bi odredili koji od ¢imbenika i kako utjecu na odgovor kromatografskog sustava,
izradena je statistiCka studija njihovih potencijalnih utjecaja u uredaju, odnosno matrica plana
ispitivanja?!. Uzimajuéi u obzir $est ¢&imbenika i njihova medudjelovanja koja bi mogla utjecati
na rad sustava, a s ciljem smanjenja broja probnih analiza u kojima bi rezultati promjene
vrijednosti pracenih ¢imbenika bili istovjetni, odabrana je izvedba 2°2. Rezultat ovakvog
pristupa su dva ¢imbenika. U Tablici 4. prikazane su oznake vrijednosti pracenih ¢imbenika u

16 razlicitih kombinacija koje su rezultat statistiCke obrade moguc¢ih medudjelovanja. Znacenja

oznaka su:
p1 —tlak u prvoj dimenziji FI — protok u prvoj dimenziji
pi— tlak u modulu prijenosa Fi — protoku modulu prijenosa
p2 — tlak u drugoj dimenziji F> — protoku drugoj dimenziji

2 engl. design of experiments
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Tablica 4. Matrica eksperimenta, vrijednosti praéenih ¢imbenika prikazani kroz poveznicu s Tablicom 2.

Redoslijed uzoraka D1 F Di ) D2 "
sredi$nja vrijednost 0 0 0 0 0 0
1 + + + - + -
2 + + - - + +
3 + - + + + -
4 - + + - + +
5 - - + - - +
6 - - - + + -
7 + - + - - -
8 + + - + - +
sredi$nja vrijednost 0 0 0 0 0 0
9 - + - - + -
10 - - + + + +
11 + - - + + +
12 - - - - - -
13 - + - + - -
14 - + + + - +
15 + + + + - N
16 + - - - - +
sredi$nja vrijednost 0 0 0 0 0 0

Ove eksperimentalne pretpostavke omogucuju, ne samo odredivanje utjecaja Sest navedenih
¢imbenika, ve¢ i njihova medudjelovanja prvog reda unutar jedne dimenzije sustava i
medudimenzijski.

Poredak izvodenja ovih Sesnaest razlicitih postavki je nasumican, a s ciljem smanjenja
mogucéeg medusobnog utjecaja. Analize pri srediSnjim vrijednostima odabrane su s ciljem
pracenja stabilnosti odgovora instrumenta kod promjena vrijednosti ¢cimbenika koji utje¢u na

rad kromatografskog sustava.

Statisticka priprema i obrada podataka izradeni su pomoc¢u racunalnih programa:
1. JMP 10.0 (S.A.S Institute Inc, Cary, NC, USA) — priprava, obrada

2. Excel 2007 (Microsoft Corporation,USA) — obrada prikupljnih podataka

3. Matlab (Mathworks) — izrada sustava za obradu podataka.

50



Interpretacija analitickog rezultata dobivenog UV/VIS i/ili FID-detektorom zahtjeva obradu
izravno dobivenog rezultata — jednodimenzijskog kromatograma — u dvodimenzijski
kromatogram. Na trziStu postoje racunalni programi kojima je svrha upravo ova pretvorba, no
oni su prilagodeni pretvorbi rezultata 2D-kromatografskih sustava bez zasebne modulacije
prijenosa. Takvi sustavi nemaju mogucnost samostalnog podesavanja vrijednosti vremena
analize 1. 1 2. dimenzije. Kako bi rijesili problem, razvijen je Matlab algoritam koji omogucuje
neovisnu obradu kromatografskih podataka, bez obzira na vremenski slijed dogadaja ili
koristeni izvor signala. Programski kod preuzima sadrzaj datoteke .cvs ili .txt u kojoj se nalazi
niz uredenih parova, odnosno preuzima algebarski prijepis samog 1D-kromatograma.
Algoritam omogucuje cijepanje 1D-kromatograma u funkciji trajanja analize druge dimenzije
uz oduzimanje vremena potrebnog za medudimenzijski prijenos analita i stabilizaciju samog
kromatografskog sustava. Produkt obrade podataka ovim kodom su 2D-kromatogrami

prikazani u poglavlju Rezultati i rasprava.

3.2.2. Kromatografske postavke

Kromatografske analize stvarnih uzoraka provedene su pri sljede¢im vrijednostima:

Za vakuumski destilat frakcija sirove nafte:
Prva dimenzija :
- protok pokretne faze: 1,3 mL/min
- gradijentni porast tlaka: 100 - 250 bar, porast 1,7 bar/min od 9. minute

Modul prijenosa:
- protok pokretne faze: 2,1 ml/min
- tlak pokretne faze: 0,8 bar
Druga dimenzija :
- protok pokretne faze: 1 mL/min

- tlak pokretne faze: 200 bar

Temperatura sustava: 50 °C
Vrijeme trajanja analize: 120 min
Modulacijski period: 30 s

Vrijeme trajanja analize u drugoj dimenziji: 18 s
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Za vakuumski destilat frakcija tekuceg ostatka parne destilacije ugljena:
Prva dimenzija :
- protok pokretne faze: 1,3 mL/min

- gradijentni porast tlaka: 100 - 250 bar, porast 2,5 bar/min od 7. minute

Modul prijenosa:
- protok pokretne faze: 2,1 mL/min

- tlak pokretne faze: 0,8 bar

Druga dimenzija :
- protok pokretne faze: 1 mL/min

- tlak pokretne faze: 200 bar

Temperatura sustava: 50 °C
Vrijeme trajanja analize: 120 min
Modulacijski period: 30 s

Vrijeme trajanja analize u drugoj dimenziji: 18 s

Za estere visSih masnih kiselina dobivene transesterifikacijom ulja:
Prva dimenzija :
- protok pokretne: faze 1,5 mL/min
- tlak pokretne faze: 150 bar
Modul prijenosa:
- protok pokretne faze: 2,1 mL/min
- tlak pokretne faze: 0,8 bar
Druga dimenzija :
- protok pokretne faze: 1 mL/min

- tlak pokretne faze: 200 bar

Temperatura sustava: 50 °C
Vrijeme trajanja analize: 30 min
Modulacijski period: 30 s

Vrijeme trajanja analize u drugoj dimenziji: 60 s
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Transesterifikacija uzorka ulja provedena je kako bi se omogucilo razdvajanje pojedinih
viSih masnih kiselina iz triglicerida. KoriStena je metoda transesterifikacije hladnom
metanolnom otopinom kalijeva hidroksida. Kako je uzorak ulja bio kvalitete iznad djevicanske,
ova se metoda moze primjenjivati i preporucena je u Pravilniku o metodama analize
maslinovog ulja iz 2013. godine. Tako pripravljeni uzorak moguée je usporediti s uzorkom

standarda. Postupak je analogan GC-analizi.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Provjera rada kromatografskog sustava

4.1.1. Prva dimenzija

Prvu dimenziju kromatografskog sustava ¢ine dobava pokretne faze, ruc¢ni injektor te
kromatografska kolona s nepokretnom fazom Capcell PAK C18 ACR — proizvodaca Shiseido,
dimenzija 250 x 4,6 mm punjenja 5 pm.

Provjera rada prve dimenzije sastojala se od provjere ponovljivosti kvantitativne i
kvalitativne analize u prvoj dimenziji. Preciznost je definirana odnosom izmedu brojevnih
vrijednosti dvaju ili viSe ponovljenih mjerenja na istom uzorku ili mjerenja izvrSenih na
identi¢an nacin. Ukoliko metoda pokazuje visoku preciznost, rasap vrijednosti unutar skupine
rezultata bit ¢e nizak. Odstupanja pojedinih mjerenja od prosjecne vrijednosti pokazuju samo
procjenu slucajne pogreske.

Provedeno je ispitivanje dvaju parametara preciznosti:

- ponovljivost: veli¢ina koja opisuje podudarnost medu mjerenjima provedenima na
istom uzorku od istog mjeritelja, koji koristi istu instrumentaciju i istu metodu u kratkom
vremenskom razdoblju (primjerice unutar istog skupa mjerenja)

- obnovljivost: veli¢ina koja opisuje podudarnost medu mjerenjima provedenima na
istom uzorku od strane razli¢itih myjeritelja, koji koriste istu metodu u razli¢itim
eksperimentalnim uvijetima (primjerice u razliitim vremenskim razdobljima ili u

razli¢itim laboratorijima).

Uzorak naftalena injektiran je u sustav te je pra¢en odziv UV-detektora na izlazu prve
dimenzije. Radni parametri pokretne faze odgovaraju srediSnjim vrijednostima matrice
eksperimenta. Kvantitativni podatak je povrsSina ispod kromatografske krivulje, a kvalitativni
podatak vrijeme zadrzavanja analita. Provedena su 4 niza od 25 injektiranja otopine naftalena.

Svaki od nizova proveden je unutar jednog dana, dok je razmak medu nizovima bio 2 dana.
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Vajeme zadrizvania's

Slika 23. Prosjecno vrijeme zadrzavanja naftalena u prvoj dimenziji
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Slika 24. Prosjecna povrsina kromatografske krivulje naftalena po analizi u prvoj dimenziji

Rezultati analize u prvoj dimenziji pokazuju visoku ponovljivost i obnovljivost u
kvalitativnom 1 u kvantitativnom dijelu.

Odstupanja u vremenu zadrZavanja, izrazena kao standardno odstupanje unutar nizova,
iznose od 5,9 s do 9,8 s §to su vrijednosti prihvatljive za ovu tehniku. Navedeno je prikazano
na Slici 23. Heaton i sur. te Chen i sur. iznose vremena od 5,4 s do 11 s [68, 69]. Standardno
odstupanje izmedu prosjeka nizova je izvrsnih 0,6 s Sto je manje od 1%. Ovi rezultati pokazuju
stabilnost raspodijele tvari unutar prve dimenzije.

Odstupanja u povrsini pod kromatografskom krivuljom, izrazena na isti nacin, iznose
od 28,32 do 43,46 mAus §to je ispod 1%. Time je dokazana nepropusnost sustava s tehnickog

stajaliSta te ponovljivost kvantitativne analize u prvoj dimenziji.
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4.1.2. Modul prijenosa analita

Provjera rada modula prijenosa analita primarno se odnosi na provjeru nepropusnosti.
Nakon provedene provjere nepropusnosti pristupa se utvrdivanju vremena potrebnog za
potpuno punjenje skladi$nih petlji. Zavrsni korak Cini utvrdivanje najboljeg omjera vremena
potrebnoga za prijenosa analita iz skladiSne petlje u drugu dimenziju te vremena same analize
u drugoj dimenziji. Provjera nepropusnosti izvedena je tlacnom probom oba izlaza iz ventila 1.

Vrijeme potrebno za potpuno punjenje skladisnih petlji analitom utvrdeno je dodatkom
2,5% metanola u tok pokretne faze prve dimenzije. Odziv DAD-detektora u UV-dijelu spektra
je veli¢ina koju se prati, a napunjenost petlje postignuta je kod konstantnog odziva detektora.
Ovim pristupom odziv je zavisna varijabla vremena uzorkovanja. Detektor je smjesten na izlazu
iz ventila broj 2. Ova metoda provjere napunjenosti petlji je modifikacija metode koju donose

I. Francois 1 sur. [94].
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Slika 25. Odziv UV-detektora u funkciji vremena punjenja skladi$ne petlje

Vrijeme potrebno za punjenje skladiSne petlje prve dimenzije je 21 s (Slika 25.) Sto je u skladu
s rezultatima koje su ostvarili Guibal 1 sur. [92] pri usporedivim uvjetima tlaka i protoka

pokretne faze. Ujedno, to je i najkraci ostvarivi period modulacije. Prilikom ovog ispitivanja
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parametri stanja prve pokretne faze prve dimenzije odgovaraju minimalnim vrijednostima
protoka i tlaka u matrici eksperimenta (Tablice 3. i 4.).

Vrijeme potrebno za prijenos i analizu u drugoj dimenziji dredeno je na sli¢an nacin, uz
uporabu C20 zasi¢enog ugljikovodika. Proveden je niz mjerenja uz smanjenje vremena
potrebnog za analizu u drugoj dimenziji do pojave «wrap around» ucinka. Pojava tog ucinka
znaci nepotpunu eluaciju u drugoj dimenziji i oznac¢ava donju granicu trajanja analize. Ukupno
vrijeme analize u drugoj dimenziji i prijenos analita uskladeno je s vremenom uzorkovanja prve

dimenzije te su optimalni odnosi prikazani na grafikonu.

Punjenje petlje 1 Punjenje petlje 2 Punjenje petlje 1
Prijenos iz petlje 2 Prijenos iz petlje 1 Prijenos iz petlje 2
ventil 1 € ) € >
30s 30s 30s
ventil 2 €—— —) —)
12s 18s 12s 18s 12s 18s
prijenos analiza prijenos analiza prijenos analiza

Slika 26. Shematski prikaz odnosa pozicija ventila u sustavu za prijenos analita tijekom analize

Kako je ve¢ opisano, dobivene vrijednosti ostvarene su nakon dodatka kompenzacijske
kolone. Na Slici 27. prikaz je dvaju kromatograma dobivenih tijekom izrade sustava. Kao analiti

koriSteni su antracen i dekan.
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Slika 27. Dva nasumi¢no odabrana kromatograma smjese dekana i antracena analiziranih pri istim

uvjetima analize uz zaustavljanje toka druge dimenzije pri prijenosu

Analiti pokazuju potpuno razdvajanje u obje dimenzije, no vidljive su razlike u vremenu
zadrzavanja u drugoj dimenziji. Za antracen je razlika manja: vrijeme zadrzavanja od 6 s u

odnosu na 7 s, dok je za dekan je razlika veca: 9 s u odnosu na 14 s. Takoder postoje jasne
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razlike u visini kromatografske krivulje, kao 1 u Sirini. Ovaj pristup nije dao zadovoljavajuce
rezultate zbog nepostojanja ponovljivosti.

Slika 28. prikazuje dva kromatograma istih tvari analiziranih pri istim uvijetima u dvije
dimenzije. Razliku ¢ini koriStenje otpornika u toku pokretne faze druge dimenzije tijekom

prijenosa analita.
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Slika 28. Dva nasumi¢no odabrana kromatograma smjese dekana i antracena analiziranih pri istim

uvjetima analize uz koristenje otpornika toku druge dimenzije pri prijenosu

Kromatogrami pokazuju poboljSanje u ponovljivosti vremena zadrzavanja. Oblik i
visina kromatografskih krivulja nisu stalni pa niti ova postavka nije zadovoljavajuca.

Tek uvodenjem kompenzacijske kolone u sustav dobivamo zadovoljavajuéu
ponovljivost.
Tablice 5. 1 6. prikazuju vrijednosti relativne nesigurnosti mjerenja vremena zadrzavanja (7r),
Sirine  kromatografske krivulje (w) te visine kromatografskog maksimuma (%) u drugoj

dimenziji dekana i antracena.

Tablica 5. Vrijednost relativne nesigurnosti prilikom kontrole protoka pokretne faze zaustavljanjem

N=10 Rm (fR) % Rm (CO) % Rm (l’l) %
Dekan 10,65 14,88 3,18
Antracen 11,15 6,53 3,09
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Tablica 6. Vrijednost relativne nesigurnosti prilikom kontrole protoka pokretne faze otpornikom

N=10 Rm (fR) % Rm (CO) % Rm (h) %
Dekan 0,98 8,23 4,24
Antracen 0,83 5,89 418

Ove nesigurnosti nisu prihvatljive i vise su od opisanih u literaturi vezanoj za sustave GC x
GC-analize ugljikovodika koje opisuju Dutriez 1 sur. [90] kod kojih je Rm (r) % 0,5 za dekan,
a 0,37 za antracen. Venter i sur. [92] opisuju SFC x GC-sustav kod kojeg su R (w) % ispod

5% uz napomenu o temperaturi analize iznad 190 °C.

4.1.3. Druga dimenzija

Provjera rada druge dimenzija sastojala se od svakodnevne provjere funkcionalnosti
elementa redukcije toka na ulazu u FID-detektor. Mjeren je protok pokretne faze kroz detektor.
Ova provjera uobic¢ajena je kod jednodimenzionalnih i dvodimenzionalnih GC-analiza [68, 79].
SF COz u prostoru FID-detektora prelazi u subkriti¢no stanje te je ponaSanje eluenta jednako
eluentu u GC-u.

Ponovljivost analize provjerena je istim na¢inom kao i funkcionalnost prve dimenzije te
su postignuti zadovoljavajuéi rezultati. Vrijeme zadrzavanja naftalena iznosilo je oko 12 s kod
Sincronis silica kolone, dok je kod Sepax silica kolone vrijednost iznosila preko 20 s. To se

pokazalo nekompatibilnim s obzirom na brzinu analize kojoj se teZilo.
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Slika 29. Prosje¢na povrsina kromatografske krivulje naftalena po analizi u drugoj dimenziji
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Sva mjerenja provedena su pri temperaturi nepokretnih faza i modula za prijenos analita

od 50 °C.

4.2. Utjecaj tlaka i protoka u pojedinim dijelovima sustava na ponasanje

analita

4.2.1. Analiza probne smjese lakohlapljivih ugljikovodika

Po provedenim provjerama rada svih faza kromatografskog sustava, pristupilo se
analizama probne smjese lakohlapljivih alifatskih ugljikovodika u rasponu duljine lanca od 9
do 20 ugljikovih atoma te naftalena kao predstavnika aromatskih spojeva. Na Slikama 30. do
33. prikazani su 2D-kromatogrami probne smjese dobiveni analizom putem FID-detektora uz

16 razlicitih postavki sustava prema matrici eksperimenta (Tablice 3.1 4.).
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Slika 30. Rezultat analize smjese lakohlapljivih ugljikovodika pri postavkama kromatografskog sustava

definiranim u matrici eksperimenta pod 1, 2, 314
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Slika 31. Rezultat analize smjese lakohlapljivih ugljikovodika pri postavkama kromatografskog sustava

definiranim u matrici eksperimenta pod 5, 6, 71 8
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Slika 32. Rezultat analize smjese lakohlapljivih ugljikovodika pri postavkama kromatografskog sustava definiranim u matrici

eksperimenta pod 9, 10, 111 12
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Slika 33. Rezultat analize smjese lakohlapljivih ugljikovodika pri postavkama kromatografskog sustava definiranim i matrici

eksperimenta pod 13, 14, 151 16

Tijekom provedbe algoritma prijenosa 1D — 2D integrirana je povrSina ispod
kromatografskih krivulja, izmjerena je Sirina kromatografske krivulje na 10% visine pika,
izmjerena je visina kromatografske kivulje te lokalna simetri¢nost kromatografske krivulje.
Kako je ve¢ opisano, integracija se provodi na 1D-kromatogramu, pri najjacem odzivu za
odreden, izolirani maksimum u drugoj dimenziji. Tako dobiveni podaci iskoriSteni su pri
odredivanju karakteristika kromatografskog sustava kao i pri procjeni utjecaja stanja pokretne

faze na pokretljivost analita u sustavu.
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Jednostavnim pregledom prikazanih kromatograma vidljiv je utjecaj protoka u prvoj
dimenziji na vrijeme trajanja analize. Vrijeme zadrzavanja kod analiza odradenih pri velikom
protoku u svim sluc¢ajevima je priblizno 5 minuta, dok je ta vrijednost u slucaju analize pri
malom protoku izmedu 8 i 10 minuta.

Rezultati razdvajanja u drugoj dimenziji nisu homogeni te su vidljiva Sirenja
kromatografskih krivulja, uz gubitak visine kod postavki 3 i 12, te kvalitetna razdvajanja kod
postavki 4, 16, 17. Navedeno je vidljivo na kromatogramima prikazanim na Slikama 30., 32. i
33. Kako je utjecaj prijenosa analita puno izrazeniji u drugoj dimenziji, pristupilo se statistickoj
obradi prikupljenih podataka. KoriStena matrica analita omogucuje procjenu utjecaja Sest
parametara, tlaka i protoka, zasebno za svaki od dijelova sustava te njihovih medudjelovanja
drugog reda. Prikazana medudjelovanja matemati¢ki odgovaraju umnoScima osnovnih Sest
vrijednosti. Iz razmatranja su izdvojena ona medudjelovanja koja nisu potencijalno ostvariva,
bilo zbog same konstrukcije sustava ili su njihovi u¢inci medusobno istovjetni te se preklapaju.

Prikaz statisticke studije medudjelovanja nalazi se u prilogu. Tablica 7. prikazuje

pracene parametre.

Tablica 7. Osnovni parametri stanja pokretne faze i promatrana medudjelovanja, odabrani parametri utjecu na

karakteristike pokretne faze.

F1 pr | pitI1 Pi P22 p2 Fi*F2 | pi1*p2
pr*Fi | pi*Fi | F2 pi*p2 | pir*F1 | F1*F2 Fi

4.2.2. Utjecaj parametara sustava na Sirinu kromatografske krivulje

Sirenje kromatografske krivulje izravno utjeée na broj teorijskih odsje¢aka, odnosno na
kapacitet kromatografske kolone. Brzina i homogenost uvodenja uzorka u kromatografski
sustav ¢imbenici su koji utjeCu na Sirenje kromatografske krivulje.Pri razvoju sustava za
prijenos analita upravo je ubrzanje prijenosa iz skladiSne petlje do ulaza u kolonu druge
dimenzije bio jedan od ciljeva. Cilj je bio ostvariti kvantitativan prijenos analita bez pocetka
same analize. Ukoliko je hipoteza o moguénosti kompresije analita u stadiju prijenosa to¢na,
tada bi najvazniji faktor trebao biti protok u modulu prijenosa.

Tablica 8. prikazuje koji od parametara imaju statisticki vaznu ulogu u vrijednosti Sirine
kromatografske krivulje. Pojedina¢ni utjecaj, kao i utjecaj interakcija za Sest pracenih

parametara, odreden je regresijom pomocu metode najmanjih kvadrata. Bitnost faktora i
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njihovih medudjelovanja odredena je pomocu pogreske regresije. Nivo bitnosti od 1% odabran

je kako bi u razmatranje bili uzeti samo vazni ¢imbenici.

Tablica 8. Utjecaj parametara stanja pokretne faze na Sirinu kromatografske krivulje

Parametar | Procjena Stand. t t graficki prikaz P>t
odstup.

Fi -0,0104880 | 0,000562 -18,67 DR 0,0003*
Fi*F2 0,0070000 0,000562 12,46 o e 0,0011*
F2 -0,0051500 | 0,000562 -9,17 e b 0,0027*
pi*Fi 0,0050125 0,000562 8,92 | o 0,0030%
pl1*FI 0,0039250 0,000562 6,99 | 0,0060*
FI*F2 0,0031250 0,000562 5,56 | 0 0,0115
pi*p2 0,0028625 0,000562 5,10 | B0 0,0146
pl -0,0025250 0,000562 -4,50 o 0,0205
p2*F2 0,0025250 0,000562 4,50 1 0 0,0205
F1 -0,0022370 0,000562 -3,98 = | 0,0208
plip2 0,0019000 0,000562 3,38 1 0,0430
pi -0,0016120 | 0,000562 -2,87 01 0,0640
pl1*Fi 0,0015000 0,000562 2,67 1 I 0,0756
p2 -0,0013120 0,000562 2,34 0| 0,1015
pi*F1 0,0003125 0,000562 0,56 Tt 0,6167

Vrijednosti u koloni procjena odgovaraju koeficijentu regresije za utjecaj pridruzenog
parametra ili medudjelovanja parametara. Standardno odstupanje odnosi se na standardno
odstupanje ovog koeficijenta. Vrijednost ¢ je omjer vrijednosti procjene i standardnog
odstupanja. Stupac P>|t| je p- vrijednost dobivena provodenjem bilateralnog testa nad -
vrijednoscu.

Rezultati ovog testa potvrduju hipotezu o utjecaju stanja pokretne faze u modulu za
prijenos analita na Sirinu kromatografske krivulje. U procesu medudimenzijskog prijenosa
upravo je protok najznacajniji ¢cimbenik. Vrijednost utjecaja protoka ima negativan predznak
Sto kazuje na Cinjenicu da povecanjem protoka dolazi do smanjenja Sirine pika kromatografske
krivulje. Taj je rezultat u skladu s teorijom uvodenja uzorka u nepokretnu fazu. Sljede¢i od
parametara koji utjeCe na Sirinu pika je protok u drugoj dimenziji. Predznak vrijednosti utjecaja
je takoder negativan, dakle zahtjeva povecanje protoka, no postoji znac¢ajno medudjelovanje

izmedu protoka u modulu prijenosa i u drugoj dimenziji. Predznak ovog medudjelovanja je
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pozitivan, a vrijednost utjecaja na Sirinu pika je druga po apsolutnoj vrijednosti. Kako je
medudjelovanje Fi*F2 vaznije od samog F2, tok u drugoj fazi mora biti male vrijednosti. Ovi
rezultati nedvosmisleno dokazuju ostvarenje kompresije, odnosno suzenja kromatografske

krivulje.

Tablica 9. Utjecaj parametara stanja pokretne faze na integral kromatografske krivulje

Parametar | Procjena Stand. t t graficki prikaz P>
odstup.

Fi -36192,180 | 12792,08 -2,83 l Il 0,0662
pi*p2 20729,925 12792,08 1,62 | 10,2036
pi*Fi 18671,350 12792,08 1,46 ' 10,2405
pi*F1 17795,738 12792,08 1,39 ' 10,2584
p1*F1 15358,188 12792,08 1,20 ' 10,3161
Fi*F2 14986,075 12792,08 1,17 ' 10,3260

pi -11403,260 | 12792,08 -0,89 ' 10,4384

pl -10563,490 | 12792,08 -0,83 ' 10,4695
DP2*F2 10552,775 12792,08 0,82 ' 10,4699

F2 -9619,913 12792,08 -0,75 ' 10,5067
pl¥p2 8558,600 12792,08 0,67 ' I 0,5513
pl1*Fi 4804,750 12792,08 0,38 ' 00,7322
F1*F2 4513,3625 12792,08 0,35 ' 10,7476

p2 -4511,850 12792,08 -0,35 ' 10,7476

F1 -1930,662 12792,08 -0,15 ' 10,8896

Isti statisticki postupak proveden je i nad vrijednostima integrala kromatografske
krivulje. Kako je povrsina krivulje u izravnoj ovisnosti o koli€ini tvari, a sustav je dokazano
kvantitativan, nije se o¢ekivao znacajan utjecaj parametara pokretne faze na vrijednost povrsine.
Kao §to se moZe vidjeti iz podataka u Tablici 9., promatrani ¢imbenici ne mijenjaju povrsinu
pod kromatografskom krivuljom, §to je jos jedan od dokaza primjenjivosti ove vrste statistickog
pristupa.

Vrijeme zadrZavanja u dvodimenzionalnom kromatografskom sustavu je u prvom redu
odredeno stanjem u prvoj dimenziji. Konac¢na je potvrda tocnosti konstrukcijskog i statistickog
pristupa procjeni utjecaja parametara stanja na kromatografski sustav primjena opisanog

modela procjene utjecaja na vrijeme analize (test poznatog ishoda).
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Tablica 10. Utjecaj parametara stanja pokretne faze na ukupno vrijeme analize

Parametar | Procjena Stand. t t graficki prikaz P>t
odstup.
F1 -1,616875 0,145495 -11,11 I I I | 0,0016*
pl -0,764250 0,145495 -5,25 I I I | 0,0134*
pi*F1 -0,358500 0,145495 -2,46 I I I | 0,0905
pi 0,351500 0,145495 2,42 I I I | 0,0945
DP2*F2 -0,348250 0,145495 -2,39 I I I | 0,0964
p2 0,337000 0,145495 2,32 I I I | 0,1034
Fi*F2 -0,313500 0,145495 -2,15 I I I | 0,1202
plip2 -0,308125 0,145495 -2,12 I I I | 0,1244
p1*Fi -0,304625 0,145495 -2,09 I ' ' | 0,1273
pi*Fi -0,299625 0,145495 -2,06 I I I | 0,1316
F2 0,285875 0,145495 1,96 I I I I 0,1442
pi*p2 -0,281625 0,145495 -1,94 I I I | 0,1483
p1*F1 0,278750 0,145495 1,92 I ' ' | 0,1513
F1*F2 -0,274125 0,145495 -1,88 I I I | 0,1561
Fi 0,268250 0,145495 1,84 I I I | 0,1624

U skladu s predvidanjima, jedini ¢imbenici koji statisticki znacajno utjecu na vrijeme
analize su protok pokretne faze 1 tlak. Obje vrijednosti utjecaja imaju negativan predznak,
odnosno njihovim se porastom vrijeme analize skracuje. Statisticki je potvrdena korelacija
vidljiva u 2D-kromatogramima probne smjese.

Visoka vrijednost tlaka povecava gusto¢u SF CO; §to izravno utjece na topljivost analita
te na mehanizam uvodenja u drugu dimenziju. Prikazani rezultati statisticke obrade potvrduju
tonost hipoteze o najboljem mehanizmu medudimenzijskog prijenosa. Velik protok
omogucuje brz 1 potpun prijenos analita te sigurno ispiranje i pripremu skladiSnih petlji u
ciklusu injektiranja u drugu dimenziju. Takoder omogucéuju gotovo istovremeno uvodenje
analita u drugu dimenziju. Nizak tlak SF CO; uvjetuje i nisku gustocu te je stoga smanjen
kemijski afinitet prema pokretnoj fazi. Ovi uvjeti favoriziraju fluidodinamicku stranu prijenosa
tvari, dok je kemijsko medudjelovanje palo u drugi red vaznosti tijekom prijenosa tvari.

Sustav modulacije predlozen od Hirate i sur. [95] prijenos tvari temelji na dinamickoj
ravnotezi koja se uspostavlja izmedu nepokretne faze skladisne kolone C18 i pokretne faze SF
COo, 1 ,kao S$to je ve¢ objaSnjeno, ova se ravnoteza pomice prema sorpcijskom procesu na
nepokretnoj fazi parcijalnom dekompresijom pokretne faze. Osim potencijalnog gubitka analita,

ovakav pristup otvara i problem brze desorpcije tijekom prijenosa analita. Kako bi se ostvarila
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potpuna desorpcija, potrebno je povecati tlak pokretne faze. Time se ostvaruje lakSa desorpcija,
no nema mogucénosti dovoljno brze prilagodbe parametara pokretne faze uvjetima u drugoj
dimenziji. Autori pokuSavaju otkloniti ovaj problem produljenim periodom modulacije, no time
gube Murphyev uvjet, a samim time i1 rezoluciju sustava.

Na slici 34. izdvojena su dva kromatograma probne smjese pri ¢emu prvi odgovara
uvjetima 4 iz matrice eksperimenta (visok tlak i protok u drugoj dimenziji, nizak protok i visok
tlak u sustavu prijenosa analita), dok drugi odgovara uvjetima 13 (visok protok u sustavu
prijenosa analita, dok su sve ostale vrijednosti u sustavu prijenosa i drugoj dimenziji niske).
Postavke analize 4 1 13 imaju jednake uvjete u prvoj dimenziji, stoga su 1 poCetna stanja tvari u

skladi$nim petljama ista.

2D kromatogram 4 2D kromatoaram 13

0.41 0.41

112

1115

al|nA| eulsIA [/ 3@31zUs3ul
al|nAL| eulsiA / 3@31zus3ul

0.01

0.01

D1 #min

D1 #min

Slika 34. Usporedba dvaju kromatograma istih sastojaka pri razli¢itim uvjetima prijenosa analita

Pregledom 2D-kromatograma jasno su uocljivi fenomeni Sirenja i nehomogenog izlaska
iz druge dimenzije — nesimetri¢ne linije u drugoj dimenziji. Isti analiti, prikazani unutar crvenih
elipsi, pri nacelno nepovoljnim uvjetima analize u drugoj dimenziji zbog kvalitetnog prijenosa
zadrzavaju simetri¢an, uzak oblik.

Guibal 1 sur. [97] predlazu sli¢nu izvedbu prijenosa analita. U skladiSnim petljama
analiti ostaju ¢itavo vrijeme solvatizirani, ¢ime nestaje potreba za dugim periodima modulacije
te je omoguceno viSestruko uzorkovanje eluata prve dimenzije. lako predloZeni sustav
zadovoljava Murphyev kriterij broja uzorkovanja te je dokazana sveobuhvatnost prijenosa
analita, jedan izvor dobave pokretne faze nema mogucnost odraditi prijenos analita u najboljim

mogucim uvjetima te se dovoljno brzo prilagoditi analizi u drugoj dimenziji.
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Guibal 1 sur. su, koriste¢i modulacijsko vrijeme od 30 s i protok SF CO2 od 1.2 mL/min

te 200 bara tlaka u drugoj dimenziji, ostvarili rezultate prikazane u Tablici 11.

Tablica 11. Utjecaj parametara stanja pokretne faze na ukupno vrijeme analize, gdje je N(2) broj teorijskih

odsjecaka u drugoj dimenziji, Ryp razlucivost u 2D, a P, kapacitet kolone.

modulom za prijenos

F2 mL/min F1 mL/min NQ) Rs2p P
Guibal i sur. 1,2 nema podatka 2000 1,08 200
Sustav s nezavisnim 0,8 2,1 2700 1,12 280

Autori su ove vrijednosti ostvarili obradom kromatografskih rezultata dobivenih za

aromatske ugljikovodike, fluoren, trifenilen 1 benzantracen, dok su mjerenja na sustavu, koji je

novorazvijen, obavljena u odnosu na C20 i C22 ugljikovodike te naftalen. Veca hlapljivost tvari

zasigurno je utjecala na nesto kvalitetnije vrijednosti razdvajanja.

4.2.3. Analiza nehlapljivih ugljikovodika

Uz analize probnih smjesa lako i srednje hlapljivih ugljikovodika, analizirana je i probna

smjesa nehlapljivih ugljikovodika: fluorantena, benzantracena i eikozena. Pristup ispitivanju je

ponovljen, no zbog veceg afiniteta nehlapljivih tvari prema nepokretnoj fazi ucinak suzenja

kromatografske krivulje manje je izraZzen. Zadrzavanje ovih tvari na ulazu u kolonu druge

dimenzije je produljeno zbog spomentutog afiniteta. Topljivost analita je manje izraZena upravo

zbog tog medudjelovanja.

D2 #min

0.01

D1 #min

2D kromatogram 4

D2 #min

al|nALp| euIsIA / 3931ZUB3UI

2D kromatogram 13

5
D1 #min

Slika 35. Usporedba dvaju kromatograma nehlapljivih ugljikovodika pri razli¢itim uvjetima prijenosa

analita (postavke 4 i 13 matrice eksperimenta)
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4.2.4. Parametri kromatografske metode

Budu¢i da je novi sustav osmisljen tijekom ovog rada, bilo je potrebno pristupiti ispitivanju

kvalitete njegova rada.

Ispitane su sljedece vrijednosti:

1. linearnost odziva
ii. preciznost

- ponovljivost

- obnovljivost

4.2.4.1. Linearnost odziva

Umjerna krivulja moze biti koriStena pri kvantitativnoj analizi, no izradena je s ciljem
provjere linearnosti odziva detektora sustava. Umjeravanje je provedeno koriStenjem smjese
dvaju ugljikovodika — dekana 1 antracena — odabranih zbog razliCite kemijske strukture.

Kromatografski uvjeti:

Prva dimenzija :
- protok pokretne faze: 1,3 mL/min
- tlak: 130 bar

Modul prijenosa:
- protok pokretne faze: 2,1 mL/min
- tlak pokretne: faze 0,8 bar

Druga dimenzija :
- protok pokretne faze: 1 mL/min

- tlak pokretne faze: 150 bar

Temperatura sustava: 50 °C
Vrijeme trajanja analize: 13 min
Modulacijski period: 30 s

Vrijeme trajanja analize u drugoj dimenziji: 18 s

Dekan je izabran kao primjer lakSeg linearnog alkana, a antracen kao primjer

aromatskog ugljikovodika koji se moZze detektirati FID — i UV/VIS-detektorom. Navedeni su

71



ugljikovodici pripravljeni u pet razina koncentracije u heksanu: 0,1 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,025

mg/mL; 0,012 mg/mL; 0,006 mg/mL. Mjerenja su ponovljena pet puta za svaku razinu

koncentracije.

Umjerni je pravac dobiven linearnom regresijom srednjih vrijednosti povrSina pod

kromatografskom krivuljom dobivenom FID-detektorom za dekan. Vrijednost R’ pokazuje

visok stupanj linearnosti odgovora sustava za alkane, §to omogucuje kvantitativhu analizu

uzoraka.

Povriina kromatografske krivulje/mV's
- 888888 8E
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7000

6000

S000
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Povr3ina iispod kromatografske krivulje/ mAu

1000

y = 77959%- 307,42--®

R?=0,9971
e
..... o
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
y(dekan) mg/mL
Slika 36. Umjerni pravac dekana
Antracen je koriSten pri provjeri odziva UV/VIS-detektora.
y =73458x+ 84,911 e
R?=0,9943 .-~
.-
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
y(antracen) mg/mL

Slika 37. Umjerni pravac antracena
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I u ovom slu¢aju vrijednost R’ pokazuje zadovoljavajuéi nivo linearnosti odgovora UV/VIS-

detektora te moguénost kvantifikacije.

4.2.4.2. Provjera ponovljivosti

Ponovljivost metode odredena je obradom podataka dobivenih pri izradi umjerne krivulje za
dekan i antracen. Ovim se pristupom moglo, uz osnovnu procjenu ponovljivosti koja otkriva
instrumentalne pogreske, procijeniti utjecaj koncentracije analita u uzorku na to¢nost mjerenja.
Ponovljivost analiza je potvrdena niskim vrijednostima standardnog odstupanja pojedinac¢nih
mjerenja pri svim koncentracijama standarda. U Tablici 12. prikazane su nesigurnosti mjerenja
za svaku od koncentracija, kako dekana tako i antracena, kroz povrSinu ispod kromatografskih

krivulja.

Tablica 12. Nesigurnosti mjerenja pri razli¢itim koncentracijama dekana i antracena

y(analita)/mg mL" 0,100 0,050 0,025 0,012 0,006
R/ % dekan 0,482 0,592 0,729 0,892 1,020
antracen | 0,372 0,487 0,678 0,832 0,986

Nesigurnosti mjerenja su ispod 1%, osim u slucaju niske koncentracije dekana, Sto je
prihvatljivo za dvodimenzijske sustave. Ocekivano, nesigurnost je obrnuto proporcionalna
koncentraciji §to je u skladu s ponaSanjem detektora i u klasi¢nim 1D-sustavima.

Obnovljivost je provjerena koriStenjem dekana kao hlapljivijeg elementa. Ukoliko bi doslo do
odstupanja, ista bi se lakSe odredila. Dva su mjeritelja provela mjerenja tijekom 14 dana, po
jedno mjerenje dnevno. Odredena je vrijednost standardnog odstupanja koja potvrduje tezu o

stabilnom sustavu pri zadanim ¢imbenicima. Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 13.
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Tablica 13. Vrijednosti povrsine pri dvije koncentracije te standardno odstupanje rezultata dekana kroz 14 dana

Prvi tjedan/dani 1 2 3 4 5 6 7
Povrsina pod krivuljom/ mV s
y (dekan)/ mg | 0,100 7430 7438 7440 7432 7442 7439 | 7439
mL! 0,025 1480 1492 1495 1483 1498 1494 1495
Drugi tjedan/dani 1 2 3 4 5 6 7
Povrsina pod krivuljom/ mV s
y (dekan)/ mg | 0,100 7429 7420 7430 7425 7431 7429 | 7430
mL! 0,025 1478 1494 1478 1472 1480 1475 1480

Vrijednost standardnog odstupanja za y (dekana) = 0,1 mg/mL je 6,321, uz prosjecno odstupanje
od 0,08% izmedu mjerenja, dok je standardno odstupanje za y (dekana) = 0,025 mg/mL 8,879
uz odsupanje od 0,5%.

Ove vrijednosti svjedoCe o prihvatljivoj obnovljivosti, poboljSanoj u odnosu na preliminarna

mjerenja istih ¢cimbenika samo u prvoj dimenziji.

4.3. Analiza realnih uzorka

ZavrSni korak razvoja analitickog sustava svakako je analiza stvarnih uzoraka.
Prethodnici su u ovom podrucju analizirali destilate fosilnih goriva te estere viSih masnih
kiselina. Heaton i sur. [68] koriste SFC za razdvajanje lakih aromatskih ugljikovodika pri ¢emu
se koriste punjenim kolonama. Bamberg i sur. [84] koriste 2D GC-kromatotografski sustav za
analizu smjese masnih kiselina i trigliceridnih estera pri ¢emu postizu kvalitetu analize estera
masnih kiselina, no kod slobodnih masnih kiselina kvaliteta opada. Mao i sur. [8§9] pomoc¢u 2D-
sustava analiziraju okoliSne matice ugljikovodika 1 njihovih raspadnih produkata. Autori
opisuju sustav 2D- kromatografije spregnut s MS-detektorom. Kvantitativna analiza ostvarena
ovim sustavima nije na razini metoda u stalnoj uporabi, ali kvalitativna omogucuje puno dublji
uvid u ponaSanje otpadnih ugljikovodika u prirodi. Kako autori provode analizu u uvjetima GC-
a, temperatura mora biti iznad 180 °C S$to u novo razvijenom sustavu nije slucaj. Adam i
suradnici [93] sprezu SFC 1 GC-sustav s ciljem analize destilata srednjeg raspona temperatura.
Postizu kvalitativne rezultate u skladu s Murphyevim kriterijem, no napominju gubitke u
kvantifikaciji zbog prijenosa analita iz superkritiénog stanja u plinsku fazu. Do gubitaka dolaza

zbog dijelomi¢ne dekompresije. Guibal i sur. [97] provode analizu mogucénosti koristenja €istog,
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nemodificiranog CO; u 2D-SFC-sustavu. Dokazana je funkcionalnost takvog sustava, no gubici
onemogucuju prihvatljivu kvantifikaciju. Opisani 2D-SFC-sustav nije u moguénosti izolirati
utjecaj parametara prve dimenzije od parametara druge dimenzije, pri cemu se gubi kvaliteta
analize u drugoj dimenziji.

Razvijeni sustav, opremljen modulom za prijenos analita, upotrebljen je za analizu
realnih uzoraka odabranih na temelju spomenutih literaturnih navoda, a s ciljem pobolj$anja

rezultata.

4.3.1. Vakuumski destilat frakcija sirove nafte

Vakuumski destilat frakcija sirove nafte pripremljen je za injektiranje u koncentraciji od 50
mg/mL u heptanu. Analiza je provedena pri uvijetima opisanim u poglavlju 3.2 Metoda.

Slika 38. prikazuje kromatogram dobiven pri ovim uvjetima. Sam je uzorak iznimno
kompleksan i predstavlja problem u 2D-GC-analizi. Analizom superkriticnim fluidom dobiven
je kontinuitet u kromatografskom prikazu te vrlo visok stupanj ortogonalnosti eluiranih
sastojaka. Kratko vrijeme zadrzavanja teSkih wugljikovodika u drugoj dimenziji
kromatografskog sustava i brz odgovor detektora uz potpuno uravnotezenje manifestira se kroz
zadrzani intenzitet podrazaja detektora kroz obje dimenzije.

Cilj analize ovog uzorka bio je razdvojiti tesko hlapljive sastojke pa su i postavke
metode prilagodene njihovoj analizi. Posljedi¢no je doslo do gubitka dijela lakohlapljivih
analita $to se na kromatogramu ocitava kroz povecanje intenziteta signala bazne linije u prvih

5 minuta.
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Slika 38. Kromatogram vakuumskog destilata frakcija sirove nafte

4.3.2. Vakuumski destilat frakcija tekuceg ostatka parne destilacije ugljena

Vakuumski destilat tekuc¢eg ostatka parne destilacije ugljena pripremljen je za
injektiranje u koncentraciji od 50 mg/mL u ugljikovom disulfidu.
Uvjeti u kromatografskom sustavu su:

Analizirani je uzorak odabran kako bi se omogucila izravna usporedba dobivenih
kromatografskih rezultata s rezultatima Guibala i sur. Analizom stvarnog uzorka potvrdili su se
rezultati analiza probnih smjesa. Slika 39. prikazuje usporedbu dvaju kromatograma dobivenih
analizom, sa i bez nezavisnog modula prijenosa.
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Slika 39. Usporedba dviju nacina kromatografske analize, lijevi kromatogram dobiven je analizom sustavom bez
nezavisne kontrole stanja u modulu prijenosa, dok je desni kromatogram dobiven analizom sustavom s aktivnom

kontrolom prijenosa.

Na prikazanim kromatogramima izdvojena su tri podru¢ja u kojima je jasno vidljiv ucinak
suzavanja kromatografske krivulje.

Prva grupa analita, s najkra¢im vremenima zadrzavanja u drugoj dimenziji, sacinjena je od
hlapljivih spojeva nize polarnosti. Smanjena je Sirina kromatografske krivulje u drugoj
dimenziji 1 povecana visina pika. Prisutno je vise izoliranih mrlja tamne boje, za razliku od
gotovo kontinuirane Siroke mrlje bez kontrole prijenosa.

Druga i tre¢a grupa analita pokazuju sli¢no ponasSanje.

Modificirani sustav zadrzava pozitivne karakteristike ortogonalanosti uz bolju razlucivost i ve¢i
kromatografski kapacitet nepokretne faze druge dimenzije.

Stupanj ortogonalnosti je vrlo blizu idealnih 90° 1 iznosi 81°.

Slika 40. prikazuje kromatogram ovog uzorka dobiven 2D-GC-kromatografijom u usporedbi s

kromatogramom dobivenim koriStenjem predstavljanog sustava 2D-SFC uz aktivnu modulaciju.
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Ukupno vrijeme analize pri koristenju 2D-SFC-sustava iznosi 65 min, dok je kod 2D-GC-a 82
min.

Stupanj ortogonalnosti dimenzija je usporediv, vidljiva je kompresija kromatografskih krivulja
u drugoj dimenziji, uz jasno izraZzeno grupiranje analita.

Vrijeme analize u drugoj dimenziji je isto 1 iznosi 18 s.

Bitna razlika je u temperaturi pri kojoj se odvija analiza. Kod 2D-GC-sustava temperatura je u
svakom trenutku temperaturnog programa visa od 195 °C, dok je kod SFC-sustava 50 °C
izotermalno. Niza temperatura dopusta analizu termolabilnih uzoraka.

Usporedba rezultata analiza dobivenih tehnikom koja se rutinski koristi (2D-GC) u
petrokemijskoj i naftnoj industriji s rezultatima dobivenim 2D-analizom SFC-sustavom

potvrduju funkcionalnost tehnickog dijela razvijenog sustava i primijenjene metode analize.

4.3.3. Analiza uzorka maslinovog ulja

Treci uzorak analiziran razvijenim sustavom bio je uzorak maslinovog ulja. Uljne matice sadrze
ve¢inom trigliceride 1 standardno se analiziraju GC-kromatografijom C¢iji su rezultati
kvalitativni 1 kvantitativni. Standardi koji se koriste pri GC-analizi sadrZze smjesu estera viSih
masnih kiselina. Kvantitavna analiza je relativna 1 normalizirana na ukupni sadrzaj metilnih
estera. Cilj naSeg pokuSaja analize bio je utvrditi mogucénost razdvajanja metilnih estera
triglicerida, postupak usporediv s postoje¢im GC-analizama, te pokuSati izravno injektirati
uzorak maslinovog ulja koji je razrijeden u heksanu do masene koncentracije 10 mg/mL. Uzorci

te vrste nisu do sada bili analizirani viSedimenzijskom analizom superkriti¢nim fluidom.

Slika 41. prikazuje kromatogram analize standarda metilnih estera visih masnih kiselina.
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Slika 41. Kromatogram analize standarda F.A.M.E,

Vidljivo je razdvajanje u prvoj dimenziji, Sto je i o¢ekivano. Metilni esteri zasi¢enih masnih
kiselina razdvojeni su u prvoj dimenziji, dok su im vremena zadrzavanja u drugoj dimenziji
usporediva te ih lako grupiramo — crveni obrub na kromatogramu. Vidljivo je i1 razdvajanje
metilnih estera koji iz prve dimenzije koeluiraju u drugoj dimenziji. Standard sadrzi estere
zasi¢enih 1 nezasi¢enih kiselina. Na kromatogramu vidimo signale sa sliénim vremenima
zadrZavanja u prvoj dimenziji, dok su po drugoj dimenziji razdvojeni. Zaklju€uje se kako je i
ovdje doslo do razdvajanja temeljenog na razlici u polarnosti izmedu zasi¢enih 1 nezasi¢enih

vi$ih masnih kiselina. Na kromatogramu nezasi¢eni metilni esteri nalaze se unutar Zutog kruga.

Nakon standarda analiziran je uzorak dobiven transesterifikacijom triglicerida iz realnog uzorka
ulja. Sama transesterifikacija ulja provedena je prema literaturnoj metodi [98]. Analizi lipidnih
komponenti u GC-u prethodi priprava uzorka transesterifikacijom, a s ciljem povecanja

hlapljivosti masnokiselinskog dijela. Tako dobiveni uzorak moze biti koriSten u GC-analizi bez
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bojazni od trajnog oStec¢enja kolone 1 odgovara upotrebljenom standardu. Koristen je s ciljem

usporedbe razvijenog sustava s GC-sustavima. Dobiveni kromatogram prikazan je na Slici 42.
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Slika 42. Kromatogram analize realnog uzorka maslinovog ulja

Detekcijom signala pokazana je mogucnost koriSenja 2D-sustava kromatografije
superkriticnim CO> u analizi maslinovog ulja. Usporedbom ovog kromatograma s
kromatogramom dobivenim analizom standarda mozemo vidjeti poklapanje vremena
zadrzavanja u prvoj i drugoj dimenziji. Razlika u zabiljezenim intenzitetima je ocekivana i
proizlazi iz razlike udjela pojedinih masnih kiselina u uzorku u odnosu na standard. Rezultat
ove analize ulja bio je usporediv s uzorcima analiziranim putem GC-a [99]. Kako cilj ovog
istrazivanja nije bio razvoj analiticke metode za maslinovo ulje ve¢ razvoj tehnickog aspekta
uredaja, nismo nastavili s optimizacijom metode.

Posljednji stvarni uzorak podvrgnut analizi bilo je razrijedeno maslinovo ulje.

Trigliceridi u maslinovom ulju usporedive su polarnosti i molarne mase s teskim
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ugljikovodicima u matici destilata ugljena koja je uspjesno razdvojena. Kako su u literaturi
pronadeni navodi [100] koji opisuju analizu a-tokoferola i 5-karotena ekstrahiranih iz uljne
matice, pokusana je analiza neobradenog maslinovog ulja. Cilj je bio odrediti moguénost
razvoja dodatno pojednostavljene analize prehrambenog proizvoda. Uklanjanje koraka

pripremne ekstrakcije doprinijelo bi tome. Postavke su kromatografske analize zadrzane.
125
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Slika 43. Kromatogram analize razrijedenog sirovog uzorka maslinovog ulja

Slika 43. prikaz je dobivenog kromatograma. Vidljiv je nedostatak razdvajanja u prvoj
dimenziji gotovo do 21 minute. Zanimljivo je primjetiti jasno izdvojene pikove pri vremenima
zadrzavanja izmedu 7 1 9 minuta u prvoj dimenziji 1 30 do 35 s u drugoj dimenziji. Ovi signali
pripadaju manje zastupljenim, ali zasigurno polarnim sastojcima maslinovog ulja. Dodatnom
modifikacijom razvijenog sustava, dodatkom SFC-ekstraktora prije samog uvodenja uzorka u
prvu dimenziju, ovo bi se razdvajanje poboljsalo. Nazalost, rezultat dobiven izravnom analizom

ulja nije dao zadovoljavajuce rezultate, niti u ovoj preliminarnoj fazi.
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Analiza realnih uzoraka pokazala je neke od moguénosti primjene ovako upravljanih
sustava u naftnoj i prehrambenoj industriji. Usporedujuci rezultate dobivene nekorigiranim

sustavima s rezultatima konstruiranog sustava vidimo napredak.
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5. ZAKLJUCAK

Kako bi razdvajanja analita sve slozenijih matrica bila $to potpunija i kvalitetnija, nakon
prilagodbi jednodimenzijskih HPLC-kromatografskih sustava radu u superkriti¢noj fazi,
razvijeni su sustavi dvodimenzijske analize. Jedan od klju¢nih problema pri tome pokazao se
prijenos analita izmedu dviju kromatografskih dimenzija.

Razvijeni sustavi opisani u literaturi nisu u moguénosti neovisno kontrolirati stanje tlaka
1 protok u tri dijela 2D-sustava: prvoj dimenziji, modulu prijenosa i drugoj dimenziji. Budu¢i
da nacin prijenosa analita izrazito utjeCe na kvalitetu kromatografske analize, pristupilo se
izradi novog, dosad nepredlozenog, modula za prijenos analita s moguénoS¢u nezavisne
kontrole vrijednosti tlaka i protoka pokretne kromatografske faze u svakom od dijelova
instrumenta.

Provedena su ispitivanja funkcionalnosti tako dobivenog sustava, a s ciljem provjere
upotrebljivosti u analizi nepolarnih i slabopolarnih tvari, u prvom redu ugljikovodika iz naftnih
matrica.

Dobiveni kromatogrami kvalitetniji su od dosada prikazanih u dostupnoj literaturi.
Dobivene kromatografske krivulje su simetricnije, a kromatografski su pikovi bolje razdvojeni.
Ponovljivost kvalitativne 1 kvantitativne informacije za probne smjese potvrdila je stabilnost
razvijenog sustava.

Ispitivanja utjecaja vrijednosti tlaka i protoka u modulu prijenosa na oblik
kromatografske krivulje pokazala su razlike u formi kromatograma kad se prijenos obavlja
putem pokretne faze druge dimenzije. Najces¢e dolazi do gubitka oblika pika Sirenjem. Takoder
dolazi do smanjenja razlucivosti u drugoj dimenziji $to je posljedica prevelikog protoka. Veliki
protok u nekontroliranom prijenosu potreban je zbog brzog uvodenja uzorka u drugu dimenziju.
Druga dimenzija pak zahtijeva nizak protok. Razvijeni modul rjesSava taj problem.

Hipoteza o povecanju kvalitete rezultata analize putem nezavisnog upravljanja
medudimenzijskom prijenosom pokazala se tocnom.

Rezultati analize sloZenih uzoraka, vakuumskog destilata sirove nafte i teku¢eg ostatka
parnog destilata ugljena, dokaz su primjenjivosti sustava u podrucjima naftne industrije.
Rezultati ostvareni koriStenjem razvijenog sustava pri nizim temperaturama usporedivi su s
rezultatima opisanim u literaturi, a ostvarenim pri visokim temperaturama.

Analiza uzorka masnih kiselina dala je rezultate usporedive s rezultatima ostvarenim

pomocu plinske kromatografije.
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Usporedba rezultata analize stvarnih uzoraka dobivenih razvijenim sustavom s
rezultatima analize istih uzoraka pomocu ve¢ predstavljenih tehnika kromatografije fluidima u
superkriti¢noj fazi pokazala je znatno suZenje kromatografske krivulje te povecanje efikasnosti
kromatografskog sustava. U usporedbi s dvodimenzijskom plinskom kromatografijom,
kvaliteta analiticCkog podatka je zadrzana uz znatno nizu temperaturu analize.

Prikazani rezultati dokaz su utjecaja kontroliranog medudimenzijskog prijenosa analita
na kvalitetu analize ugljikovim(IV) oksidom u superkritiénim uvjetima. Razvijeni sustav moze

biti spregnut 1 s MS-detektorima te mu se na taj na¢in moze povecati analiticka moc¢.
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