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Uvod

V disledku novych poznatkti o vlivech lidskych tech-
nologii na pfirodu vznikla potieba regulace a sniZeni jejich
dopadi na Zivotni prostiedi. Kazdy ¢lovek by mél minima-
lizovat sviij podil na zatézi zivotniho prostfedi tfidénim
odpadu ¢i Setrnym vyuzivanim vody a energii. Tento
»zeleny® trend je dnes patrny v mnoha oblastech pramyslu.
Chemie a jeji odvétvi nejsou vyjimkou.

Termin ,,zelena chemie* predstavuje filosofii navrhu
chemického procesu a produktu s cilem snizit nebo zcela
eliminovat pouzivani a produkci nebezpetnych latek'.

Tabulka I
12 principti zelené analytické chemie’

Anastas a Warner shrnuli tuto filosofii do 12 obecnych
principt®. Snaha o uplatn&ni ,,zeleného® piistupu je patrna
také v analytické chemii’>. 12 principti zelené analytické
chemie je uvedeno v tab. 1.

Velké mnozstvi soucasnych analytickych postupi je
zalozeno na separacnich technikach a mezi nejvyznamneé;j-
81 patii techniky chromatografické. Sandra a spol., rozlisili
v kontextu zelené chemie dva pohledy na chromatografii®.
Za prvé lze na tuto techniku pohlizet jako na nastroj
pro hodnoceni procestt a produktd. Z druhého pohledu je
chromatografie sama o sob€ procesem, na ktery lze apliko-
vat principy zelené chemie. Vznikl tak pojem ,,zelena
chromatografie’.

Tato prace se dale zaméfi na zelenou kapalinovou
chromatografii. Vstupy tohoto procesu tvofi mobilni faze,
vzorky a spotifebni material. Kapalinovy chromatograf je
pohéanén elektrickym proudem, jehoz nejvétsi ¢ast spotie-
buji kolonovy termostat, detektor a vysokotlaké pumpy.
Hlavnim vystupem pak jsou informace a jako vedlejsi
»produkt”, odpadni mobilni faze.

U standardnich kapalinovych chromatografi je
spotieba rozpoustédel. K vyraznému snizeni spotieby mo-
bilni f4ze dochazi, je-1i pouZita separacni kolona s mens$im
vnitinim primérem, vys$i ucinnosti a kratsi délkou. Na
kolong, jejiZ vnitini primér je x-ndsobn¢ mensi, se pritok
mobilni faze snizi x*-krat. Pfi pouziti kolony s vy3si u¢in-
nosti, pak postacuje pro dosazeni poZadovaného poctu
teoretickych pater krats$i kolona s mens$im vnitinim obje-
mem.

Jako mobilni faze se bézné pouziva smés vody s ace-
tonitrilem nebo methanolem. Jelikoz je vyroba acetonitrilu
nakladnd a jeho odstranéni jakozto odpadu obtizné, je

Princip Komentaf

1 Vyuziti pfimych analytickych technik bez tipravy vzorki
2 Minimalizace velikosti a po¢tu vzorkl
3 Analyza vzorkd ,,in situ®
4 Integrace analytickych procesti a operaci snizuje spotiebu energii a rozpoustédel
5 Automatizace a miniaturizace
6 Pokud mozno, vyhnout se derivatizaci
7 Snizovani tvorby odpadii a peclivé nakladani se vzniklym odpadem
8 Uptednostiovani metod schopnych stanoveni vice parametri najednou
9 Minimalizace spotfeby energie

10 Pfednostni vyuziti materiali ziskanych z obnovitelnych zdroji

11 Minimalizace nebo uplna nahrada toxickych cinidel

12 Zvyseni bezpecnosti operatora

470



Chem. Listy 109, 470-474 (2015)

v zelené kapalinové chromatografii  upfednostiiovan
zejména methanol. Doporucovan je také ethanol a aceton.
Vyssi viskozita smési ethanol-voda a absorbce acetonu
v UV oblasti vSak ¢astecné limituji jejich $irSi pouziti.

Vétsina metod v kapalinové chromatografii vyuziva
vyhod separace pii zvysené teploté®. Termostatovani kolo-
ny je energeticky naro¢né, ve vysledku ale takto 1ze urych-
lit separaci a snizit spotiebu mobilni faze. Vyrazny poten-
cial pro tsporu energie zde opét piedstavuje pouziti kolon
s malym vnitinim primérem, diky kterym lze zjednodusit
a miniaturizovat potiebnou instrumentaci.

Provozovani kapalinové chromatografie ¢asto nesou-
visi jen s analyzou vzorkil. Vyvoj a optimalizace metod
nebo pouziti pro vzdélavaci ucely také predstavuji nezane-
dbatelny podil na spotiebé rozpoustédel. Tato prace si
proto klade za cil demonstrovat velmi jednoduchou moz-
nost realizace nanokolonové kapalinové chromatografie,
kterd mé v souvislosti se zavadénim principt zelené che-
mie a zelené analytické chemie do praxe vyrazny potencial
prispét ke snizovani spotfeby rozpousteédel.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

Manualni davkovaci ventil C2-1006 (Vici Valco,
USA), spektrofotometricky detektor Spectra 100 (Spectra-
physics, USA), pocitac s A/D pievodnikem
a chromatografickym softwarem Clarity (DataApex), ul-
trazvukové lazeit Sonorex Digital 10P (Bandelin electro-
nic, Némecko), digitalni posuvné métidlo Extol Premium.
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Chemikalie a material

Deionizovana voda (pfipravena pfistrojem Mili-Q,
Millipore, Némecko), methanol pro HPLC (Merck, N¢-
mecko), aceton pro HPLC (Avantor performance materials
B.V., Nizozemsko), EPA 8330 mix A (Sigma-Aldrich,
Némecko), vysokotlaka stiikacka FMJ-250, pramér pistu
2,28 mm (PennCentury Inc., USA), kfemenné kapilary
360 um o.d. a 100 um, 75 pm a 50 pm i.d. (Agilent Tech-
nologies, USA), kapilarni kolona 100 pm id. X 50 mm
s naplni Kinetex 2,6 pm C-18 (naplnéna na Ustavu analy-
tické chemie AV CR, v.v.i.), Sroubovaci PEEKové spojky
pro 360 um o. d. kapilary (IDEX, USA).

Jednoduché nano-LC platforma

Schéma chromatografického nano-LC systému je na
obr. 1. Zakladnimi ¢astmi jsou vysokotlaka 250l strikac-
ka, zavazi, davkovaci ventil, kapilarni kolona a upraveny
fotometricky detektor. Stfikacka byla umisténa ve svislé
poloze a prostiednictvim Sroubovaci spojky a kapilary
(200 um 1i.d. x 300 mm) spojena s davkovacim ventilem.
Davkovaci ventil byl vybaven vngjsi davkovaci smyckou
(kfemenna kapildra 100 um i.d. x 100 mm). Jako filtr byla
pred kolonu viazena kfemenna kapilara (75 pm id. X
50 mm) obsahujici na svém konci fritu, pfipravenou in-situ
polymeraci z roztoku formamidu a vodného skla’. Vystup
kolony byl pomoci spojky s nulovym mrtvym objemem
spojen s detekéni kapilarou.

7

Obr. 1. Schématické znazornéni experimentalni nano-LC platformy; 1 — zavazi, 2 — vysokotlaka stiikacka, 3 — davkovaci ventil, 4 —
davkovaci smycka, 5 — kapilarni kolona, 6 — detek¢ni kapilara a svétlovody, 7 — fotometricky detektor
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Zelend nano-LC pumpa

Nizké priitoky mobilni fdze v nanokolonové kapalino-
vé chromatografii umoziuji pouziti stiikacky jako zasob-
niku mobilni fize a pumpy souasné. ZatiZenim pistu stii-
kacky o praméru d zavazim o hmotnosti m vznikl jednodu-
chy model pumpy s nulovou spotiebou elektrické energie
udrzujici v systému konstantni tlak P.

_4m
n-d?

)

P

Pouzitd vysokotlakd stiikacka je tlakoveé odolnd do
40 MPa a s vhodnym zavazim lze v systému vytvorit tlak srov-
natelny s konvenéni HPLC. Uvazujeme-li pritok 0,5 pl min ™'
je na jedno naplnéni stiikacky (250 pul) mozné dodavat
mobilni fazi nepretrzit¢ 8 hodin. Pfi mensim pritoku je
pak tato doba umérné delsi.

Priitok mobilni faze pri konstantnim tlaku

Pfi konstantnim slozeni mobilni fize a konstantni
okolni teploté je konstantni i viskozita mobilni faze a pri-
tok systémem je stabilni. Dle Darcyho rovnice (2) je line-
arni rychlost toku mobilni faze kolonou uy pti tlaku DP
funkei chromatografické permeability kolony B,, délky
kolony L a dynamické viskozity mobilni faze & (cit.").
Prevedenim linearni rychlosti uy na objemovy prutok Fy,
ziskame rovnici (3), kde d je vnitini primér kolony.

" _B,-AP 2)
y=
n-L
B,-AP-m-d’ (3)
=
4.n-L

Kapilarni kolony

Napliové i monolitické kolony o vnitinim primeéru
50-200 um jsou v soucasnosti bézné dostupné. Jejich ne-
vyhodou je jejich kfehkost a cena, kterd je porovnatelna
s cenami ,,velkych® kolon. Pfi spravném zachédzeni vSak
lze kapilarni kolonu pouZivat po srovnatelné dlouhou do-
bu. Pro méné naro¢né aplikace 1ze kapilarni kolony pfipra-
vit relativng snadno i v laboratornich podminkach''. V této
praci byla pouzita kapilarni kolona 100 pm i.d. x 50 mm
odborné naplnéna ¢asticemi Kinetex 2,6 um C-18.

Detekce

Pouziti nanokolon vyzaduje specialni detekéni cely
velmi malych rozmérd. Komeréni nanocely jsou vSak po-
mérné drahé. Detektory nékterych konstrukci lze vsSak
pomérné snadno upravit pro pouziti kapilary jako detekéni
cely'?. V této praci byl takto upraven fotometricky detek-
tor Spectra 100. K vystupu kolony byla pomoci spojky
s nulovym mrtvym objemem piipojena kiemenna kapilara
(100 um i.d.), z jejiz Casti tésn¢ za vystupem kolony byla
odstranéna polyimidova vrstva. Sem byly v kolmém sméru
z obou stran pfivedeny svétlovodnd vldkna, kterymi bylo
svétlo vedeno ke kapilate a poté zpét k detektoru.
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Evaluace systému

Zkouska tésnosti systému

Misto kolony byl do Sroubovaci spojky pfipojen oce-
lovy dratek o vnéj§im praméru 0,4 mm. Stiikacka byla
naplnéna vodou a pist byl postupné zatizen zavazim
o celkové hmotnosti 8500 g, coz dle rovnice (/) odpovida
tlaku 20,8 MPa. K indikaci unikani kapaliny bylo pouZito
digitalni posuvné meéfidlo umisténé rovnob&zné s pistem
stifkacky, s kterym bylo mozné s ptesnosti 0,01 mm za-
znamenat zménu polohy pistu.

Meéreni chromatografické permeability kolony

Stiikacka byla naplnéna methanolem (dynamicka
viskozita pfi 25 °C 5,5-10 Pas, cit."). Pist stiikacky byl
zatizen zavazim o hmotnosti 3511 g (odpovidajici tlak
8,4 MPa). Prutok mobilni faze byl méfen nepfimo, jako
zména polohy pistu za urcity ¢as, pomoci digitalniho po-
suvného métidla umisténého rovnobéZné s pistem.

Oveéreni funkce systému

Mobilni faze, 30% v/v vodny roztok methanolu, byla
pfed pouzitim prefiltrovana (PTFE filtr 0,45 pm) a ¢4stec-
n¢ odplynéna ponofenim do ultrazvukové vodni lazné
(10 min). Vysokotlaka stfikacka byla napln€éna mobilni
fazi a spojena s davkovacim ventilem. Pist stfikacky byl
zatizen zavazim o hmotnosti 6041 g (14,5 MPa). Po
15 min byla do systému pravideln¢ davkovéna testovaci
smés standardu.

Vysledky a diskuse
Tésnost systému

Kritickou ¢ésti systému je teflonové té€snéni pistu
stiikacky, které vlivem opotiebeni a zejména pii vysokém
tlaku mtze podtékat. Pist stiikacky sice byl jiz dlouhodobé
pouzivan, po dobu 8 h vsak nebyla pfi tlaku 20,8 MPa
pozorovana z4dn4 zména hodnoty na digitdlnim posuvném
mefidle, ktera by indikovala Ginik mobilni faze.

Chromatograficka permeabilita kolony

Udaje o pohybu pistu v &ase byly piepoéteny na ob-
jem a metodou nejmensich ¢tvercl byly ziskany parametry
linearni funkce popisujici naméfenou zavislost. Hodnota
koeficientu determinance R* = 0,9999 dokazuje rovnomér-
ny pohyb pistu a smérnice linearni regresni funkce je rovna
primémému pritoku methanolu systémem, 0,678 pl min™'
11,3-10 2 m*s™". Po upravé rovnice (3) a po dosazeni pro-
ménnych v zékladnich jednotkach je permeabilita pouzité
kolony:

PN 1,13-10"'m’-s"-4-5,44.10*Pa-s-50-10°m _
¢ Pnd 8,4-10°Pa-3,14-(100-10°m)’
=4,6-10"m’
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Obr. 2. Separace smési EPA 8330 mix A 10 mg l’l; 1 — oktogen, 2 — hexogen, 3 — 1,3,5-trinitrobenzen, 4 — 1,3-dinitrobenzen, 5 — nitro-
benzen, 6 — 2,4,6-trinitrotoluen, 7 — 2,4-dinitrotoluen, 8§ — 2-amino-4,6-dinitrotoluen; 25 °C, tlak v systému 14,5 MPa, kolona Kinetex
2,6 um C18 100 pm i.d. x 50 mm, davkovani vzorku 15 s, 30% v/v methanol 0,43 pl min”', detekce 254 nm

Na ziklad¢ znalosti permeability lze nésledné pfi
konstantnim tlaku vypocitat odpovidajici objemovy pratok
libovolné mobilni faze.

Separace testovaci smési

Obr. 2 znazornuje chromatograficky zaznam 10 nasle-
dujicich analyz pofizenych v pribéhu 4 hodin. Navzdory
manualnimu ovladani davkovaciho ventilu bylo dosazeno
pomérné dobré opakovatelnosti reten¢nich ¢asti (RSD <
1 %) a plochy pikt (RSD < 10 %). Dobra opakovatelnost
retenénich Cast je také potvrzenim, Ze prutok mobilni faze
v pribéhu celého experimentu byl stabilni. Doplnénim
hodnot tlaku (14,5 MPa), dynamické viskozity mobilni
faze (1,48-10° Pa s pii 25 °C, cit."?) a permeability kolony
(4,7-10™° m%) do rovnice (3) lze vypogitat pritok mobilni
faze za danych podminek:

F _B,-P-m-d® 4,6-10"°m*-14,5-10°Pa-3,14-(100-10°m)’ _
M 4.7-L 4-1,48-107Pa-50-10>m

=7,1-10""m’s™ =0,43 plmin™

Vzorek byl do systému davkovan neuplnym vypuste-

nim davkovaci smycky po dobu 15 s, co pfi tomto pritoku
odpovida objemu ptiblizné 100 nl.

Zavér
V této praci byl popsan jednoduchy experimentalni

systém pro realizaci zelené nanokolonové kapalinové
chromatografie. V souladu s principy zelené analytické
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chemie se systém vyznacuje velmi nizkou spotiebou roz-
poustédel, elektrické energie a minimalni tvorbou odpadu.
Systém je velmi jednoduchy, jeho sestaveni ani provoz
nejsou nakladné a vysledky lze ziskat s dobrou opakova-
telnosti. Je vhodny pfedevsim pro izokratické separace.
Lze jej uvazovat jako doplnék pfi vyvoji metod, kdy velké
mnozstvi pocatecnich experimentl Ize provést s minimalni
spotifebou rozpoustédel. Vhodny je také napf. pro potieby
praktické vyuky kapalinové chromatografie, pro potieby
studentii v oborech analytické chemie a také k demonstraci
uspornosti a dalSich vyhod nanokolonové kapalinové chro-
matografie.

Prace byla podporena prostiedky specifického vyzku-
mu Ustavu chemie a technologie ochrany Zivotniho pro-
stredi, Fakulty chemické, Vysokého uceni technického
v Brné (FCH-S-15-2869) a Ustavu analytické chemie
AV CR, v.v.i. (RVO 68081715).
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J. Sestak™ and V. Kahle® (“ Department of Chemis-
try and Technology of Environmental Protection, Faculty
of Chemistry, University of Technology, Brno; *Institute
of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech
Republic, Brno): Green Liquid Chromatography for
Simple Applications

A simple laboratory setup is described for performing
green liquid chromatography in a nanocolumn with a great
potential to minimize solvent consumption and waste pro-
duction as required in green chemistry. The system con-
sists of a high-pressure syringe fixed in vertical position
and with weight. This setup acts as a constant-pressure
pump. Samples are injected by short switch of a two-way
six-port injection valve equipped with an external sample
loop. Isocratic separation of EPA 8330 standards was per-
formed. The relative standard deviations of retention times
below 1 % demonstrate a constant mobile phase flow for
several hours.
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