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KRZYSZTOF KOLODZIEJCZYK

CECHY UZYTKOWE | KRYTERIA DOBORU DETEKTOROW
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ HPLC
STOSOWANYCH DO BADAN SKEADNIKOW ZYWNOSCI

Streszczenie

W artykule przedstawiono przeglad detektoréw HPLC, uzywanych w analizach sktadnikéw zywnosci,
przeznaczony dla poczatkujacych analitykéw. Omoéwiono zasady dziatania i podstawowe wiasciwosci
detektoréw spektrofotometrycznych UV-Vis, refraktometrycznych (RI), elektrochemicznych, fluorescen-
cyjnych i masowych wraz z kryteriami ich doboru do konkretnych analiz. Podano przyktady analiz HPLC
sktadnikéw zywnosci.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa HPLC jest obecnie popularng technikg
analizy instrumentalnej i znajduje bardzo wiele zastosowan do analizy r6znorodnych
substancji. W procesie analizy chromatograficznej niezmiernie wazny jest dobd6r od-
powiedniej metody, na co obok zastosowania odpowiedniej kolumny i wiasciwej fazy
ruchomej sklada sie wybor odpowiedniego detektora. Nie jest to zadanie tatwe,
w szczegOlnosci dla niedoswiadczonego analityka. Artykut ten skierowany jest przede
wszystkim do rozpoczynajgcych prace z aparaturg HPLC, ajego celem jest przyblize-
nie wiasciwosci wspdicze$nie stosowanych detektoréw, a przez to utatwienie wiasci-
wego doboru tej istotnej czeSci aparatu HPLC.

Aparat do wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC to zespdt urzadzen
sktadajgcy sie z pompy lub uktadu pomp i mieszalnikédw gradientowych, z zaworu
nastrzykowego czesto zwanego inzektorem, kolumny, detektora i urzadzenia rejestru-
jacego, czyli rejestratora, integratora tub obecnie najczesciej uzywanego komputera
wraz z odpowiednim oprogramowaniem [1, 3], Detektor jest urzgdzeniem pozwalaja-
cym zarejestrowac i zidentyfikowac substancje rozdzielane na kolumnie chromatogra-
ficznej. Wyodrebniony sktadnik probki niesiony przez faze ruchomg trafia do detektora
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ijego komérki pomiarowej, gdzie ulega oddziatywaniom fizykochemicznym, ktore sg
w odpowiedni sposOb rejestrowane. Oddziatywania te to najczesciej procesy optyczne
(zatamanie Swiatta, absorpcja, fluorescencja) [1, 2, 3]. Wykorzystuje sie tez reakcje
elektrochemiczne czy spektroskopie masowg [1, 7],

Idealny detektor powinien charakteryzowac sie zaré6wno duzg czutoscig, pozwa-
lajgcg na rejestrowanie niewielkich ilosSci substancji, jak réwniez wysokg selektywno-
$cig. Powinien réwniez charakteryzowac sie stabilno$cig pozbawionej szumu linii ze-
rowej oraz nie wykazywac czutosci na zmiany fazy ruchomej. Detektory stosowane
w praktyce nigdy nie wykazujg cech detektora idealnego, dlatego wazna jest znajo-
mos$¢ cech poszczegdlnych typow detektoréw i dobdr odpowiedniego do danego ro-
dzaju oznaczenia [1,3].

Detektory mozna podzieli¢ na dwie podstawowe grupy: 1) ogolne - rejestrujgce
kazdg zmiane we witasciwosciach fizycznych fazy ruchomej, inaczej méwigc dokonu-
jace pomiaru réznicowego wiasciwosci wspolnej dla prébki i fazy ruchomej, np.
wspotczynnik zatamania Swiatta, konduktywnos$¢; ) specyficzne - rejestrujgce cha-
rakterystyczne witasciwosci analizowanej substancji, takie jak fluorescencja czy ak-
tywnos¢ elektrochemiczna, przy czym rejestrowany sygnat jest mato zalezny lub nie-
zalezny od fazy ruchomej [1,2, 3], Jedynym stosowanym w praktyce przyktadem de-
tektora pierwszego rodzaju jest detektor refraktometryczny [2 ], natomiast drugi typ to
detektory absorpcyjne, spektrofotometryczne, fluorescencyjne, elektrochemiczne czy
oparte na spektroskopii masowej [1, 3], Podstawowe witasciwosci detektorow zesta-
wiono w tab. 1.

Tabela 1
Wiasciwosci detektoréow HPLC.
Properties of HPLC detectors.
Zastawanie
Zakres w uktadach
Typ detektora Czutosé Selektywnos¢ zastosowan gradientowych Koszt
Detector type Sensitivity Selectivity Range of Application at Costs
application concentration
gradient system
UV-Vis dobra dobra bardzo szeroki tak niski
UV-Vis DAD dobra bardzo dobra bardzo szeroki tak wysoKki
. bardzo .
Fluorescencyjny bardzo dobra waski tak wysoki
dobra
bardzo . .
refraktometryczny staba szeroki nie $redni
staba,
. bardzo - .
Elektrochemiczny dobra bardzo dobra rosnacy raczej nie wysoki
. - bardzo
Spektroskop masowy staba bardzo dobra waski mozliwe

wysoki
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Dobor detektora warunkowany jest rozdziatem prébki na kolumnie chromatogra-
ficznej [2], Jezeli nastepuje petny rozdziat mozliwe jest uzycie zaréwno detektora uni-
wersalnego, reagujagcego na wszystkie sktadniki mieszaniny, jak i detektora specyficz-
nego, rejestrujgcego tylko wybrany sktadnik. Jezeli rozdziat nie jest petny, wéwczas ze
wzgledu na naktadanie sie pikow w detektorze uniwersalnym nalezy stosowac¢ detektor
specyficzny dla danego sktadnika. Kryteria doboru detektora zwigzane sg $cisle z po-
stawionym celem analizy, tzn. oznaczenie wszystkich, kilku lub tylko jednego najwaz-
niejszego sktadnika. Istotne znaczenie ma sktad badanej probki, tj. liczba sktadnikéw
i ich wtasciwosci fizyczne i chemiczne oraz skuteczno$¢ rozdziatu w danym uktadzie
chromatograficznym. To znéw wigze sie z typem stosowanej kolumny, skladem fazy
ruchomej oraz sposobem elucji (izokratyczny lub gradientowy) [1, 2],

Detektorem o szerokim zastosowaniu jest detektor absorpcyjny UV-Vis [1, 2, 4].
Prostota jego konstrukcji, stosunkowo niewielki koszt i duza liczba aplikacji czyni go
najbardziej popularnym wsrod detektorow HPLC. Detektor taki jest zwykle czescig
podstawowego wyposazenia zestawu HPLC [1, 2];. jest on réwniez szeroko stosowany
w badaniach sktadnikéw zywnosci. [2] Nalezy jednak pamietaé, ze analizowany skiad-
nik musi charakteryzowa¢ sie absorpcjg Swiatta o dtugosci fali z zakresu UV-Vis,
awiec nie jest mozliwe zastosowanie tego detektora np. do oznaczania alkoholi, w tym
polioli oraz aldoz (np. glukozy, maltozy), natomiast niekiedy moze by¢ uzywany do
oznaczania ketoz (np. fruktozy).

Rys. 1. Schemat detektora UV (jednopromieniowy).
Fig. 1. Diagram of UV detector (single-beam).

W uktadzie optycznym najprostszego detektora absorpcyjnego, Swiatto o okreslo-
nej dtugosci fali ze zrédia jest skupiane na komadrce pomiarowej, przez ktorg przepty-
wa faza ruchoma (rys. 1) [1, 2, 3], Natezenie Swiatta po przejsciu przez komarke jest
mierzone przez fotodetektor. Za zrodtem Swiatta znajduje sie urzadzenie regulacji dtu-
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gosci fali. Ulepszeniem takiego detektora jest uktad dwupromieniowy, w ktérym pro-
mieA Swiatta jest rozszczepiany na dwa, przy czym jeden przechodzi przez komérke
pomiarowa, drugi poprzez zwierciadto i komdrke odniesienia kierowany jest na foto-
detektor odniesienia [4]. Uktad odniesienia stuzy do wyeliminowania zaktécenn powo-
dowanych przez tzw. dryfi szumy. Uktady elektroniczne detektora wzmacniaja stabe
sygnaty do poziomu odpowiedniego dla integratora lub rejestratora, jednoczes$nie eli-
minujac krotkotrwate szumy [4].

Wiekszo$¢ obecnie uzywanych detektorow UV-Vis to detektory o zmiennej diu-
gosci fali. Wybor dtugosci fali zalezy od maksimum absorpcji oznaczanego sktadnika,
jak rdwniez od stosowanej fazy ruchomej. Przyktad zastosowania detektora UV przed-
stawiono na rys. 2.

Rys. 2. Rozdziat kwaséw karboksylowych za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej, de-
tektor UV 210 nm. Kwasy: 1- pirogronowy, 2 - bursztynowy, 3 - octowy, 4 - propionowy.
Stezenia kwaséw: po 5 g/dm3. Kolumna Aminex HPX 87 H, faza ruchoma: 0,004 M H2504,
temp. 50°C, przeptyw 0,5 ml/min.

Fig. 2. Separation of carboxylic acids by high performance liquid chromatography, UV detector 210
nm. Acids: 1- pyruvic, 2 - succinic, 3 - acetic, 4 - propionic. Concentration of each acid: 5
g/dm3. Aminex HPX 87 H column, mobile phase: 0.004 M H2S04, temp. 50°C, flow rate 0.5
ml/min.

Stosunkowo nowym osiggnieciem w dziedzinie detektorow UV-Vis sg detektory
spektrofotometryczne pozwalajgce rejestrowaé widma absorpcyjne substancji rozdzie-
lanych na kolumnie [1, 2], Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku analizowania
substancji o nieznanym sktadzie, gdzie nie wiadomo jakie maksimum absorpcji wyka-
zujg oznaczane skitadniki. Najwazniejszym elementem takiego detektora jest linijka
diodowa (ang. diode array), stad tez detektory te zwane sg detektorami DAD. W oma-
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wianym detektorze Swiatlo ze Zrodta Z jest rozszczepiane na dwa promienie, z ktoérych
jeden po skupieniu przechodzi przez komdrke pomiarowa, drugi przez komaérke odnie-
sienia. Nastepnie po rozszczepieniu na siatce dyfrakcyjnej promienie kierowane sg na
linijki diodowe, odpowiednio pomiarowg i odniesienia. Poniewaz rejestrowane jest
dyskretne (nieciggte) widmo absorpcyjne, mozliwe jest otrzymywanie chromatogra-
moéw trojwymiarowych. W zwigzku z tym mozliwe jest badanie czystosci rozdziela-
nych substancji, a takze analiza iloSciowa dwoch substancji o tym samym czasie reten-
cji. Detektory DAD znajdujg coraz wiecej zastosowan, ciggle powstajg nowe metody
analizy z ich wykorzystaniem, jednakze koszt takiego detektora jest ciagle zbyt wyso-
ki. Ponadto rejestracja danych wymaga bardziej skomplikowanego oprogramowania.

Ciekawg alternatywg proponowang przez producentéw sprzetu sg detektory po-
siadajgce cechy uzytkowe detektoréw UV-Vis o zmiennej dtugosci fali, jednakze
o budowie opartej na technologii DAD, tzn. zamiast fotodetektora i urzgdzenia do re-
gulacji dtugosci fali wyposazone sg w linijke diodowga. Urzadzenia takie zwykle cha-
rakteryzujg sie parametrami lepszymi niz klasyczne detektory spektrofotometryczne, a
ponadto dajg mozliwos$¢ rozbudowy do detektora diodowego wykazujgcego wszystkie
cechy typowego urzgdzenia DAD, czyli mozliwo$¢ rejestracji widma absorpcyjnego
(V1.

Innym typem detektora jest detektor fluorescencyjny [1, 2, 3], Jego zasada dziata-
nia oparta jest na zjawisku oddawania przez czasteczki wzbudzone energii w postaci
Swiatta o okreslonej dtugosci fali (czyli fluorescencji). Komorka pomiarowa detektora
fluorescencyjnego o$wietlana jest $wiattem o okreslonej dtugosci fali. Swiatto emito-
wane przez substancje przeptywajacag przez komarke jest skupiane filtrowane w ten
sposo6b, ze okreslona dtugos$¢ fali (odpowiadajgca emisji analizowanej substancji) trafia
na fotodiode, skad odbierany jest sygnat pomiarowy. W uktadzie optycznym znajduje
sie tez fotodioda odniesienia, na ktérg kierowany jest sygnat bezposrednio ze zrodta
Swiatta. Pomimo, ze czuto$¢ tego detektora jest znacznie wieksza niz czuto$¢ detektora
absorpcyjnego UV-Vis, detektor fluorescencyjny stosunkowo rzadko uzywany jest
w badaniach sktadnikow zywnosci. Za jego pomocg mozna oznaczac¢ tylko substancje
wykazujace wiasciwosé fluorescencji lub ulegajace derywatyzacji do takich substanciji.
llos¢ aplikacji dotyczacych sktadnikow zywnosci jest niewielka.

Zasada dziatania detektora refraktometrycznego oparta jest na refrakcji opisanej
réwnaniem Lorentza-Lorentza i prawem Sneliusa, ktore wigze wspdtczynnik refrakcji
z katem zatamania [5], W detektorze mierzy sie natezenie oSwietlenia fotokomorki
przez promien zatamany na komdrce pomiarowej, co zwigzane jest ze zmianami kata
zatamania, ktére sg proporcjonalne do wspoétczynnika zatamania osrodka, a wiec do
stezenia substancji zawartej w fazie ruchomej (rys. 3) [1],

Promien ze zrodta Swiatta jest kierowany na element zbudowany z komérki po-
miarowej i komorki odniesienia, nastepnie odbija sie od zwierciadta, przechodzi przez
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ptytke regulacji zera i trafia na fotodiode (fotodetektor) (rys. 3) [2], Komorke odnie-
sienia wypetnia sie czystg fazg ruchoma. Gdy przez komoérke pomiarowg przeptywa
faza ruchoma, wykonuje sie ustawienie zera, wéwczas dioda naswietlana jest promie-
niem o maksymalnym natezeniu. Gdy w komadrce pomiarowej wraz z eluentem pojawi
sie substancja, promien Swietlny ulegnie zatamaniu, w zwigzku z tym na fotodiode trafi
tylko cze$¢ promienia. Réznica w natezeniu oSwietlenia, a wiec rdznica napiecia na
fotodiodzie jest wprost proporcjonalna do stezenia substancji w fazie ruchomej.

Rys. 3. Schemat detektora RI.
Fig. 3. Diagram of Rl detector.

Detektor refraktometryczny (detektor Rl - ang. refractive index) jest detektorem
o charakterze uniwersalnym. Z tego wzgledu charakteryzuje sie matg czutoscig i wraz-
liwoscig na wiele czynnikow. Ta cecha decyduje, ze jest to detektor nie nadajacy sie do
pracy w uktadach gradientowych. Je$li stosuje sie wielosktadnikowe fazy ruchome,
nalezy raczej sporzadzi¢ mieszanine i podawac jg za pomocg pompy izoktratycznej niz
korzysta¢ z uktadu pomp i mieszalnikbw. Na prace detektora duzy wptyw ma pulsacja
pompy - wymagania stawiane pompie wspOlipracujacej z detektorem RI sg pod tym
wzgledem o wiele wyzsze niz w przypadku pracy z innymi detektorami. Jesli w ukia-
dzie stosuje sie kilka potgczonych szeregowo detektoréw, detektor RI musi zawsze by¢
ostatni w szeregu. [2] W przeciwnym razie op6r powodowany przez nastepny detektor
mogtby stwarza¢ zaktdcenia w przeptywie fazy ruchomej wyptywajgcej z detektora RI,
co oddziatywatoby na sygnat. Niemniej waznym czynnikiem jest zachowanie statej
temperatury, dlatego tez korzystne, a w niektorych przypadkach konieczne jest termo-
statowanie. Pomimo tych wszystkich niedogodnosci detektor RI jest bardzo czesto
stosowany w badaniach zywnosci. Jest on niezbedny przy analizie cukréw, ktérych nie
da sie oznaczac€ przy uzyciu detektora UV. W zwigzku z tym detektor Rl powinien by¢
czeScig wyposazenia kazdego laboratorium wykonujgcego rutynowe oznaczenia cu-
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krow, alkoholi i kwaséw organicznych. Przyktad zastosowania detektora RI przedsta-
wiono na rys. 4.

Zasada dziatania detektora elektrochemicznego opiera sie na utlenianiu lub re-
dukcji analizowanej substancji w komorce przeptywowej przy udziale przytozonego
statego potencjatu [2, s ], Kompensacje zmian powodowanych utlenieniem lub redukcjg
stanowig sygnat pomiarowy. Zakres zastosowania detektoréw elektrochemicznych jest
dos$¢ szeroki. Detektor elektrochemiczny moze pracowaé w trzech trybach: statego
potencjatu (DC mode) - detektor klasyczny, stosuje sie do oznaczaniasubstancji tatwo
ulegajacych utlenianiu (np. fenol, aminy aromatyczne, tiole) lub redukcji (np. chinony,
nitrozoaminy); tryb pulsacyjny (pulse mode) - zastosowanie do substancji nie dajacych
sie oznacza¢ w trybie DC, takich jak cukry, alkohole, niektére aminy, aminokwasy
i zwigzki siarkowe; oraz tryb przemiatania (scan mode) - zmienny potencjat, inne,
specjalne zastosowania. Waznym czynnikiem jest tez rodzaj elektrody stosowanej
w komérce pomiarowej. Detektor elektrochemiczny charakteryzuje sie duzg czutosScia
w odniesieniu do substancji tatwo ulegajgcych utlenianiu tub redukcji (np. pochodne
fenolowe), co przy potencjalnie szerokim zakresie zastosowan czyni je bardzo cennym

Rys. 4. Rozdziat cukréw i poliolu za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Detektor RI.
1- rafinoza 0,059/dm3, 2 - laktoza 0,084 g/dm3, 3 - glukoza 0,062 g/dm3 4 - galaktoza 0,064
g/dm3, 5 - ksylitol 0,068 g/dm3. Kolumna Aminex HPX 87 C, faza ruchoma: woda, temp. 85°C,
przeptyw 0,4 ml/min.

Fig. 4.  Separation of sugars and polyol by high performance liquid chromatography. RI detector.
1 - rafmose 0.05 g/dm3 2 - lactose 0.084 g/dm3 3 - glucose 0.062 g/dm3, 4 - galactose
0.064 g/dm3, 5 - xylitol 0.064 g/dm3. Aminex HPX 87 C column, mobile phase: water, temp.
85°C, flow rate 0.4 ml/min.
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narzedziem analizy. Detektory elektrochemiczne sg do$¢ podatne na zaktdcenia elek-
trochemiczne (zanieczyszczenia fazy ruchomej), elektryczne (pochodzace od uktadéw
elektronicznych: zite potgczenia, zte uziemienie itp.) czy mechaniczne (pulsacja pom-
py). W zwigzku z tym konieczny jest odpowiedni dobdr urzadzen wspotpracujacych.
Ponadto detektory elektrochemiczne i ich wymienne komérki pomiarowe charaktery-
ZUja sie wysoka ceng.

Sprzezenie chromatografii cieczowej ze spektroskopig masowg, podobnie jak
w przypadku GC-MS jest bardzo interesujgcym rozwigzaniem analitycznym [7], De-
tektory MS majg potencjalnie szeroki zakres zastosowan w analizach HPLC, rowniez
do analizy sktadnikéw zywnosci. Dysponujac odpowiednig bibliotekg widm masowych
analityk posiada bardzo duze mozliwosci identyfikacji. Pomimo to zastosowania sg
ograniczone ze wzgledu na wysoki koszt samego detektora. Jest to wiec rozwigzanie
dla $cisle wyspecjalizowanych, dysponujacych duzym budzetem laboratoriéw. Ponadto
HPLC-MS jest technika stosunkowo nowg tak wiec biblioteki widm ciggle sg tworzo-
ne i nie sgjeszcze dostepne dla wszystkich grup mozliwych do oznaczania substancji.

Rys. 5. Rozdziat amin i amninokwaséw za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Detek-
tor elektrochemiczny pracujgcy w trybie statonapieciowym. 1 - 3,4-dihydroksyfenyloamina
0,01 mM/dm3 2 - tyrozyna 2 mM/dm3, 3 - 3-nitrotyrozyna 2 mM/dm3. Kolumna RP 18, faza
ruchoma: metanol, temp. 35°C, przeptyw 0,5 ml/min.

Fig. 5.  Separation of amines and amino acids by high performance liquid chromatography. Electroche-
mical DC-mode detector. 1- 3,4-dihydroxyphenylamine 0.01 mM/dm3, 2 - tyrosine 2 mM/dm3,
3 - 3-nitrotyrosine 2 mM/dm3. RP 16 column, mobile phase: methanol, temp. 35°C, flow rate
0.5 ml/min.
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Wsréd innych detektorow HPLC, rzadziej tub nie stosowanych przy badaniach
zywnosci, mozna wymieni¢ detektory radioaktywnosci, detektory aktywnosci optycz-
nej i detektory ptomieniowo-jonizacyjne [1, 3].

Przedstawione powyzej cechy i zwigzane z nimi kryteria doboru detektoréw
HPLC sg interesujacym tematem samym w sobie, ale nalezy podkresli¢ ze stanowig
one jedynie fragment metodologicznej problematyki analiz HPLC, uwzgledniajacej
wszystkie elementy tej techniki badawczej.
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FUNCTIONAL FEATURES AND CHOICE CRITERIA OF HPLC DETECTORS USED
IN FOOD COMPONENTS ANALYSIS

Summary

Review of HPLC detectors used in food components analysis, meant for beginning analyst. The prin-
ciples of operation and basic properties of spectrophotometric UV-Vis, refractive index (RI), electro-
chemical, fluorescence, and mass detectors with criteria of choice for particular analysis are discussed.
The examples of HPLC analysis of food components are given. |§



